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Bd. 321 (1960) 1 


Modellversuche zur natiirlichen Photosynthese, VI! 
Uber eine angebliche Photoreduktion von CO, in vitro 
zu Formaldehyd 


Von 
Roland Mayer* und Werner Topelmann 
Aus dem Institut fiir Pflanzenchemie der Technischen Hochschule Dresden, Tharandt 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juli 1960) 


Herrn Prof. Dr. Wilhelm Treibs zu seinem 70. Geburtstage 


Wie wir in der I. Mitteil.? ausfiihrlich dargelegt haben, ist es bisher 
mit einer méglichen Ausnahme nicht gelungen, eine Reduktion des CO, 
in vitro mit Quanten des sichtbaren Lichtes zu erreichen und mehr als 
nur Spuren eines Reduktionsproduktes nachzuweisen. Das gilt fiir alle 
bisher veréffentlichten Modellversuche mit oder ohne Zusatz anorgani- 
scher oder organischer Substanzen und auch fiir die Systeme H,O/CO, 
bzw. H,/CO,. Dabei brauchen die hin und wieder gefundenen winzigen 
Mengen organischer Reduktionsprodukte und Spuren von Formaldehyd 
gar nicht bezweifelt zu werden’, da sich diese zwanglos aus zufilligen 
Reaktionen erklaren lassen. Die natiirliche Photosynthese ist aber 
gerade ein in groBem Umfange gerichtet ablaufender ProzeB. 


Versuche von Baur und Mitarbeitern 


Die erwihnte Ausnahme bilden lediglich die umfangreichen Ver- 
suche von Emil Baur und Mitarbeitern (1935—1943), die unter be- 
sonderen Versuchsbedingungen!~® erhebliche Mengen Formaldehyd aus 


‘ Neue Anschrift: Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule 
Dresden. 

1 V. Mitteil.: R. Mayer u. M. Hoffmann, J. prakt. Chem., im Druck. 

2 |. Mitteil: R. Mayer, Wiss. Z. Techn. Hochschule Dresden 8, 1097 [1958/59]. 

3 Vgl. A. Bach, Referat Chem. Zbl. 1893 II, 94; F. L. Usher u. J. M. V. 
Priestley, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 77, 369 [1906]; B. Moore u. T. A. 
Webster, ebenda 90, 168 [1918]; E.C. C. Baly u. Mitarb., ebenda, Ser. A 116, 
197, 212, 219 [1927]; 122, 393 [1929]; 172, 445 [1939]; N. R. Dhar u. Mitarb., 
J. physic. Chem. 29, 926 [1925]; 35, 1418, 1425 [1931]; 36, 567 [1932]; Nature 
[London] 129, 205 [1932]; Z. anorg. allg. Chem. 206, 171 [1932]; G. Mezzadroli 
u. B. Varetron, Atti Accad. naz. Lincei, Rend., Cl. Sci. fisiche, mat. natur. 8, 
511 [1928]; vgl. Gazz. chim. ital. 59, 305 [1929]; V. Gore, J. physic. Chem. 39, 
399 [1935]; N. A. Yainik u. F.G. Trehuna, J. Chim. physique 28, 517 [1931]. 

4 E. Baur, Helv. chim. Acta 18, 1157 [1935]; 20, 387 [1937]; 21, 433 [1939]; 
22, 1120 [1939]. 

5 EK. Baur u. H. Fricker, Helv. chim. Acta 20, 391 [1937]. 

6 K. Baur v. K. Gloor, Helv. chim. Acta 20, 970 [1937]. 

7 E. Baur, K.Gloor u. H. Kiinzler, Helv. chim. Acta 21, 1038 [1938]. 

8 E. Baur u. M. Namek, Helv. chim. Acta 28, 1101 [1940]. 
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2 Roland Mayer und Werner Tépelmann, Bd. 321 (1960) 
einer photochemischen CO,-Reduktion erhalten und zudem bei einigen 
speziellen Modellen® auch die erste kiinstliche Assimilation nach 


sichtbares Licht 
spez. Bedingungen — Formaldehyd + 0, 


CO, + H,0 





erreicht haben wollen. Ein von ihnen durchgefiihrter Vergleich mit der 
Photosynthese-Leistung eines Oleanderblattes ergab fiir die Versuche 
in vitro Werte®, die bereits mit der unteren Grenzleistung des photo- 
synthetischen Apparates einer Pflanze vergleichbar sind. Diese grund- 
legenden Versuche sind bis heute nicht iiberpriift worden. 


Nur Rabinowitch?® gab bereits 1945 folgende Einschitzung: 
,, — all these were reasonable steps towards the reproduction of the 
essential conditions of photosyntheses. However, the technique of 
Baur’s experiments was so primitive ... and conclusions were drawn 
so hastily, that it is impossible to accept any of them as well founded, 
let alone proved“. 

Da die Versuche von Baur und Mitarbeitern mit unseren friiher 
erérterten Uberlegungen* hinsichtlich des Modellaufbaues iiberein- 
stimmten, setzten wir uns eingehender mit ihnen auseinander. Diese 
Bearbeiter geben an, als Reduktionsprodukt des Kohlendioxyds Formal- 
dehyd in Mengen ‘von 2—6 mg/l Versuchsfliissigkeit erhalten zu haben, 
wenn sie einen fluoreszierenden Farbstoff in einem Zweiphasen-System 
bei Gegenwart eines Redox-,,Vorspannes‘‘ mit sichtbarem Licht be- 
strahlten. Abgesehen von dem Reduktionsprodukt Formaldehyd ist die 
Parallele zur natiirlichen Photosynthese offensichtlich. Anfangs wurden 
fluoreszierende Farbstoff-Ester wie fluoreszierendes Chlorophyll, Eosine 
und Rhodamine bestrahlt, die in einem Kolophonium-Sol bzw. in einem 
Kollodium-Film gelést waren und der entstandene Formaldehyd aus der 
Reduktion der Estergruppe der Farbstoffe erklart (Baur-Fricker- 
Effekt"). Da freies CO, bei diesen Versuchen zunichst nicht vorhanden 
war, wurde die Reaktion als ,,Reduktion indirekten CO,‘ formuliert. 
Spiiter konnten die Carbonsaureester auch durch carboxylgruppenhaltige 
fluoreszierende Farbstoffe ersetzt werden, wenn als zweite Phase ein 
wasserunléslicher Alkohol (Geraniol, Wachsalkohole, Phytol usw.) vor- 
handen war, wobei eine Veresterung der Farbstoffsiure mit den ent- 
sprechenden Alkoholen eintreten sollte. Bei Gegenwart dieser Alkohole 
war schlieBlich auch freies CO, zu Formaldehyd reduzierbar, wobei eine 
Kohlensiurehalbester-Bildung angenommen wurde. 

Als Redox-,, Vorspanne“‘fungierten unspezifische Systeme mit unter- 
schiedlichsten Potentialen anorganischer oder organischer Herkunft!. 


® E. Baur u. F. Niggli, Helv. chim. Acta 26, 251, 994 [1943]. 

10 E.I. Rabinowitch, Photosynthesis and Related Processes, Bd. I, 
S. 89—94, Interscience Publishers, Inc., New York 1945. 

11 Uber Einzelheiten und Folgerungen muB auf die Originale 1. c.4-® verwiesen 
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Bukatsch” erweiterte diese Palette noch durch das System Ascorbin- 
siure- Dehydroascorbinsiaure. 


Nachweis des Formaldehyds 


Die Hauptstiitze der Baurschen Versuche und aller damit verkniipften 
Folgerungen ist der quantitative Nachweis des Formaldehyds, wenn 
man von dem in den beiden letzten Arbeiten® durchgefiihrten Sauerstoff- 
Nachweis absieht, mit dem wir uns im Rahmen unserer eigenen Modell- 
versuche noch eingehender beschiiftigen werden. In allen Fallen erfolgte 
die Formaldehyd-Bestimmung durch Kolorimetrieren der mit fuchsin- 
schwefliger Saiure erhaltenen Farbung und durch Vergleichsbestimmung 
mit Dimedon, bei der allerdings das Fallungsprodukt nur an der Kristall- 
form erkannt wurde. 

Da gerade der Nachweis des Formaldehyds mit fuchsinschwefliger 
Siure bei unseren eigenen, hier nicht niher erérterten Modell-Versuchen1* 
sehr problematisch und nur unter besonderen Arbeitsbedingungen még- 
lich war, zweifelten wir die Grundlagen der Baurschen Analysenmetho- 
dik an, obwohl von allen bisherigen Formaldehyd-Nachweisen bei ent- 
sprechender Arbeitsweise die Reaktion mit fuchsinschwefliger Siiure 
immer noch eine der geeignetsten Methoden ist. 

Wihrend Baur bei px 5—6 arbeitete (vgl.z. B. 1. c. *), wird heute 
einniedrigerer py-Wert empfohlen!*. Da die Empfindlichkeit der Reaktion 
und die Farbtiefe vom pu der Lésung und von der Darstellungsweise 
der fuchsinschwefligen Siure abhiingen, nahmen wir unter Beachtung 
der Arbeitsweise von Baur nochmals einige Eichkurven auf. Dabei 
stellte sich — wie die Abbildung zeigt — heraus, daB eine quantitative 
Bestimmung von Formaldehyd nur in einem Bereich von px < 3 méglich 
ist, wobei sich ein Zusatz von Aceton hinsichtlich der Stabilitat der 
Firbung und der Empfindlichkeit der Reaktion als giinstig erwies!». 
Unter den von Baur angegebenen Bedingungen ist eine quantitative 
Auswertung nicht méglich, da die Kurven einen viel zu steilen Verlauf 
nehmen und die Werte stark streuen. Zudem ergaben Vergleichsbe- 
stimmungen mit Acetaldehyd, Propionaldehyd und Citral bei annihernd 
gleichen Konzentrationen ebenfalls starke Farbungen, so daB eine Unter- 
scheidung unméglich wird. Erst in einem pu-Bereich von < 3 ist die 
Formaldehyd-Farbung etwa 100mal stiirker als bei Acet- und Propional- 
dehyd. Stérend macht sich immer (auch im pu-Bereich < 3) Citral 
bemerkbar, was insbesondere deswegen erwihnenswert ist, weil zahl- 
reiche Modellversuche von Baur Geraniol als Alkohol-Phase enthalten 


12 F. Bukatsch, Planta 30, 118 [1939]. 

13 Vgl. Voitragsreferat R. Mayer, Angew. Chem. 71, 530 [1959]. 

14 Vgl. z.B. K. Paech u. M. Tracey, Moderne Methoden der Pflanzen- 
analyse, Bd. II, S. 422, Springer-Verlag, Heidelberg 1955; R. J. Wechsler, J. 
analytic. Chem. 1, 301 [1946]. 

15 ©, L. Hoffpauir u. R. T. O'Connor, Analytic, Chem. 21, 420 [1949]. 


1* 
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und er Geraniol als besonders geeignet fiir die ,,Formaldehyd‘‘-Bildung 
angibt. Andere, den héheren Alkoholen entsprechende Aldehyde, wie 
Zimtaldehyd und Octanal, ergaben nur schwache und praktisch zu 
vernachlassigende Farbungen. 
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Prozentuale Absorption bei der Formaldehyd-Bestimmung mit fuchsinschwefeliger 

Saure im Lange-Kolorimeter. I: pH4,5, mit Aceton; II: pH4,5, ohne Aceton; 

III: pH3,0, mit Aceton; IV: pyH2,5, mit Aceton; V: pH2,5, ohne Aceton; VI: 
px0,5, mit Aceton; VII: py 0,5, ohne Aceton. 


Allein diese Resultate lassen die Baurschen Ergebnisse und insbe- 
sondere die Postulierung des Formaldehyds als fraglich und nicht ge- 
sichert erscheinen. 

Wir haben sodann in umfangreichen Reihenversuchen!* unter wei- 
testgehender Variation der Versuchsbedingungen und der Ausgangs- 
materialien die Baurschen Versuche nachgearbeitet und sind zu folgen- 
dem Ergebnis gekommen: 





16 Bisher unveroéffentlicht. 
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Unter den von Baur angegebenen Bedingungen tritt tatsichlich nach 
der Aufarbeitung der Ansitze eine Firbung mit fuchsinschwetliger Saure 
und eine Fallung mit Dimedon ein. Auch unter Beachtung der oben be- 
schriebenen und von uns abgewandelten Analytik treten Verfarbungen 
ein, die je nach Versuch formal 1—8 mg Formaldehyd/l Versuchs- 
fliissigkeit entsprechen wiirden. 

Insbesondere konzentrierten wir uns aber auf die Versuche, bei 
denen eine wiBrige oder 0,lnHCl-Phase mit dem Redox-Mittel versetzt, 
dariiber eine den jeweiligen Farbstoff enthaltende nichtwaBrige Phase 
geschichtet und das Ganze unter mehrstiindiger Bestrahlung bei Tempe- 
raturkonstanz kraftig geschiittelt wurde. Falls als nichtwaiBrige Phase 
ein héherer Alkohol diente, war auch mit dieser Versuchsanordnung nach 
der im Versuchsteil angegebenen Aufarbeitung eine Verfirbung der 
fuchsinschwefligen Saiure und eine Fallung mit Dimedon, die in den 
oben angegebenen Grenzen lag, zu erhalten. 


Es galt zunachst zu klaren, ob tatsichlich Formaldehyd entstanden 
oder dieser nur vorgetiuscht war. So kamen u.a. noch Acetaldehyd, 
Ameisensiure, Ketosen, Glyoxal und entsprechende Aldehyde der ein- 
gesetzten primiaren Alkohole (wie Citral, Citronellal) in Frage. 

Aus zahlreichen analytischen Untersuchungen folgt, daB sich tat- 
sichlich auch Formaldehyd bildet und bei einigen Versuchen bis zu 
25% des Dimedon-Fillungsproduktes ausmachen kann. 


Erklarung der Formaldehyd- Bildung 


Der Formaldehyd entsteht nicht durch Photoreduktion des CO, oder 
einer iquivalenten Gruppierung, sondern durch Oxydation (in wenigen 
Fallen auch durch Photooxydation) der in den Modellen enthaltenen 
organischen Substanzen. Das geht schon daraus hervor, daB — im Gegen- 
satz zu den Angaben von Baur — die Farbung der fuchsinschwefligen 
Siiure auch in vélligCO,-freien Systemen und bei Abwesenheit einer Ester- 
gruppierung erscheint und u. a. auch so Formaldehyd nachweisbar ist. 

Fir das Gelingen der Reaktion ist allerdings — wie auch Baur 
beschreibt — ein Zweiphasen-System erforderlich. Die von Baur fest- 
gestellte Spezifitit von héheren Alkoholen fiir das Auftreten von ,,For- 
maldehyd“ konnten wir bestitigen. So gelingt die Reaktion u. a. glatt 
mit dem wasserunléslichen Octanol-(1), Decanol-(1), Geraniol und 
Linalool, wihrend bei Gegenwart von Propanol-(1), Butanol-(1), Cyclo- 
hexanol und Isoamylalkohol keine Verfiirbungen auftreten oder Formal- 
dehyd nachweisbar wire. Nur Allylalkohol gibt starke Verfirbungen. 
Ersetzt man die Alkohol-Phase durch andere Verbindungsklassen, so 
bleibt die Reaktion aus. Im einzelnen wurden gepriift und als nicht 
geeignet befunden: Diithylither, Diester der Kohlensiure, Essigester, 
Oxalsiure-diiithylester, Malonsiure-diithylester, Adipinsiure-diithyl- 
ester, Diathylketon, Diamylketon, Benzol, Toluol, Xylole, Cymol, n- 
Heptan, Camphen und Longifolen. Durch Belichten der Systeme (Ein- 
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fall 20000 Lux) wurde héchstens eine Steigerung der Formaldehyd- 
menge um 1,4 mg/l erzielt. Ohne Belichten, aber unter sonst gleicher 
Anordnung liegen die Werte bereits bei 1—4 mg, im Falle des Allylalko- 
hols sogar bei 7—9 mg. 

Danach miissen die entsprechenden Alkohole fiir die Reaktion ver- 
antwortlich sein. Zu kliren war noch die Funktion des Redox-Mittels 
und des Farbstoffes. Wir wihlten beide so, daB eine Bildung von Alde- 
hyden durch Oxydation bzw. Photooxydation aus diesen unmédglich 
oder — im Falle des Farbstoffes — sehr unwahrscheinlich wurde. Statt 
organischer Redox-Systeme, die ja selbst durch Oxydation Formaldehyd 
oder andere Aldehyde ergeben kénnten, setzten wir anorganische und 
hier besonders Eisen(III)-Ionen in Form von FeCl, ein. Dabei trat 
praktisch keine kolorimetrisch feststellbare Ausbeuteverminderung ein, 
womit bewiesen ist, daB die jeweils fiir die Farbreaktion mit furchsin- 
schwefliger Siure verantwortlich zu machenden Komponenten oder der 
Formaldehyd in Ubereinstimmung mit den Angaben von Baur nicht aus 
dem Redox-Mittel stammen kénnen. 

Nur im Falle des Methylenblaus waren bei den Bestrahlungsversuchen 
stets um 0,4—0,9 mg// héhere Ausbeuten an Formaldehyd zu bemerken, 
als bei Verwendung von Eisen(III)-Ionen, so daB in unseren Modellen 
wahrscheinlich Methylenblau schon selbst eine geringe Menge Formal- 
dehyd durch Phétoxydation liefern kann (vgl. schon lI. ec. 7). 

Des weiteren wandelten wir den fluoreszierenden Farbstoff syste- 
matisch ab und fanden schlieBlich in dem orangerot fluoreszierenden 
Sudanrot eine funktionstiichtige Substanz, die alle bisher in den Modellen 
verwendeten Farbstoffe, einschlieBlich Chlorophyll, ersetzen kann und 
groBenordnungsmaBig die gleichen Resultate liefert. Bei diesem Farbstoff 
ist nun auf Grund seiner Konstitution eine Oxydation oder Photooxyda- 
tion zu Formaldehyd oder anderen Aldehyden kaum méglich, so dab 
als Aldehyd liefernde Substanz nur noch der in relativ groBer Menge als 
Phase vorhandene héhere Alkohol in Frage kommen kann. 

Die im Versuchsteil naher erliuterten hauptsichlichsten Ergebnisse 
sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Ubersicht iiber die Versuche zur Aldehydbildung. 


Roland Mayer und Werner Tépelmann, Bd. 321 (1960) 


























Sudan gef. Aldehyd, 
Phase IT Redox or ‘| Licht | CO, | N, | berechnet auf 
mg CH,O/1 
Benzol, Toluol*, Xylol*, 
n-Heptan, Limonen, Cam- | — — + oa a 0,0—0,1 
phenin Benzol, Longifolen*,| __ a _ 0—0 
Essigsaure-athylester, Di- t . % a 
athylesterd. Kohlen-, Oxal-,) — —- — + — |0,0—0,05 (=0,1) 
Malon- u. Adipinsaure, Di- ' ' me 
athylather, Diathylketon, | + | + | + | + | — |0,1—0,25(=0,3) 
Athyl-n-amyl-keton, Cyc- + + + — + |0,1—0,25 (=0,3) 
lohexanon, Acetylaceton 


* mehrfach tiber Natrium destilliert. 
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Fortsetzung der Tabelle. 



































gef. Aldehyd, 
Phase II Redox|°"49™| Licht | CO, | N, | berechnet auf 
mg CH,O/1 
p-Cymol, mehrfach wber 
Natrium destilliert —_ _— + a — 1,3—1,4 
p-Cymol, erst mit KMnO, 
ausgeschiittelt, 
dann mehrfach iiber 
Natrium destilliert — — + oe — 0,1 
2 a + =i 4 + _— 0,1 
Diathylather 4 HM ve a 4 01 
— _— + + — 4,3—4,4 
p = a ot — “b 4,3 
Citral = pe ame es ee? 44 
te = oe oe — 4,9—5,0 
Citronellal « 4 4 4 _ 04 
: — = oS be — 0,3—0,5 
Zimtaldehyd + + 4 3 a 0,3 
1-Carbathoxy- Ma si 3 * << 0,0—0,1 
cyclopentanon-(2) ea on 3 * e = 
Propanol-(1), Isoamyl- + + + + — 0,0—0,1 
alkohol, Butanol-(1) = + A — + 0,0—0,1 
Cyclohexanol — —_ + + _ 0,1 
— os — — 7,0 
— a a ate — 7,3 
Allylalkohol + + + + — 7,2 
+] +]+i]—] +4 7,2 
= te ete te — 8,7 
+{/+f{+f]4+i{- 1,9 
. + + + = + 1,8 
Zimtalkohol nibs, 4 ‘ 4 we 14 
+ — 5 -+- Faye 1,4—1,5 
a —_ — — max. 0,9 
— _ — a — 2,0 
+ — — 2,4 
Octanol-(1) a =" mi v2 = 1,9 
sieaualeeAt ate es at 2,3 
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Fortsetzung der Tabelle. 














eaten d gef.Aldehyd, 
Phase IT Redox)" 44 | Licht} CO, | N, | berechnet auf 
mg CH,O/1 

ae faa at af — 2,5 
Decanol-(1) + i t ay 7 2,5 

+ + + + _ 2,9 

te at te yee =f 2,8 

— _ — — — 2,0 

— — — + _ 2,0 

— — + — 2,5 

+ -- — — 2,3 
Geraniol + _— + — 3,8 

— 4 + = 3,5 

+ + — — 4,0 

os - -— — 3,9 

oa + — 4,4—4,6 

4 a : ae oe 4,1—4,3 

— — — 1,8—2,0 

— — — + 1,8—1,9 
Linalool + + == 3,1—3,4 

- - 2,9—3,1 

-- + — 2,7—2,9 

+ a — 2,8—3,0 




















Damit sind die von E. Baur angegebenen experimentellen Be- 
funde insofern widerlegt, als die von ihm angefiihrten Analysenvor- 
schriften fiir den Formaldehydnachweis nicht verwertbar sind und seine 
SchluBfolgerungen beziiglich der Modell-Photoreduktion von CO, zu 
Formaldehyd keiner experimentellen Uberpriifung standgehalten haben. 
Vielmehr entsteht der Formaldehyd in diesen Modellen durch Oxydation. 
DaB8 aber die Baurschen Uberlegungen im Prinzip richtig sind, sich aber 
nur nicht in der von ihm angegebenen Weise realisieren lassen, werden 
wir in nachfolgenden Mitteilungen beweisen. 


Beschreibung der Versuche 


Fuchsinschweflige Saure: 1 g Fuchsin wurde unter Riihren und leichtem 
Erwarmen in 1000 cm’ Wasser gelést und in die abgekiihlte Lésung bis zu einer 
reinen Gelbfarbung Schwefeldioxyd eingeleitet. Darauf saugte man zur Entfernung 
des SO,-Uberschusses bis zum orangen Farbumschlag mit der Wasserstrahlpumpe 
Luft durch die Lésung und bewahrte das Reagenz in braunen, gut verschlossenen 
Flaschen héchstens 2 Wochen auf. 


Formaldehyd-Eichlésung: Eine waBrige etwa 0,2 g CH,O/l enthaltende 
Formaldehydlésung bestimmte man in bekannter Weise durch jodometrische Ti- 
tration und fiihrte mit 50 cm’ der Lésung mit einem 10proz. UberschuB an waBriger 
0,4 proz. Dimedonlésung eine Vergleichsbestimmung durch, wobei mit Acetatlésung 
auf py 4,6 gepuffert und der Niederschlag nach etwa 20 Stdn. abgesaugt, bei 55—60° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen wurde. 
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Gef. Jodometrische Titration: 0,223—0,225 g/l 
Gef. Dimedonfallung : 0,220—0,223 g/l 


Bestimmung des Formaldehyds durch fuchsinschweflige Saiure 
und Eichkurven: Mit einer Mikrobiirette wurden 0,10—2,00 cm? der Formaldehyd- 
Eichlésung in einen 100-cm?-MeBzylinder gegeben und mit 40 cm einer auf pq 2,0 
eingestellten Salzsiure, dann mit 10 cm* der oben dargestellten fuchsinschwefligen 
Saure und 2 cm? Aceton versetzt, die Kolben mit Wasser aufgefiillt, verschlossen 
und gut durchgeschiittelt. 

Die prozentuale Absorption wurde nach 20 Stdn. im lichtelektrischen Lange- 
Kolorimeter bestimmt (vgl. Abbildung). 

Ausgangsmaterialien fiir die Bestrahlungsversuche 

Redoxmittel: Eine Lésung von 1g FeCl, oder 0,2g Methylenblau in 
1000 cm* Wasser. 

Phase 1: 0,1n HCI. 

Phase IT: s. Tabelle; Reinsubstanzen, die vor Gebrauch nochmals destilliert 
und bei den Versuchen mit Kohlendioxyd vorher 24 Stdn. in einer Frittenwasch- 
flasche durch Einleiten von CO, gesattigt wurden. Bei Verwendung von Stickstoff 
erhitzte man die Verbindungen im Vak. bis fast zum Sieden und kiihlte sie unter 
Kinleiten von Reinststickstoff ab. 


Versuchsanordnung und Auswertung: In eine auBen mit einem Kihl- 
mantel versehene Schiittelente von 200 cm* Inhalt wurden unter Einleiten von CO, 
bzw. N, je 100 cm? Phase I, 2 cm* Redoxmittel, 40 cm? Phase II und 5 mg Sudanrot 
eingefullt, die Apparatur sodann mit Hilfe eines Thermostaten auf 25,5° temperiert 
und so stark geschiittelt, daB eine Trennung der Phasen nicht mehr sichtbar war. 
Die Proben wurden jeweils 18 Stdn. mit 4 Neon-Leuchtréhren und einer 500-Watt- 
Gliihlampe derart belichtet, daB die Lichtstairke am AuBenmantel der Schiittelente 
20 000 Lux betrug. 

Zur Auswertung der Versuche trennte man die Phasen im Scheidetrichter, 
schiittelte die waBrige Phase 2mal mit je 20 cm* Ather aus und verjagte den im 
Wasser gelésten Ather an der Wasserstrahlpumpe. 

Zur Bestimmung des Formaldehyds wurden 40 cm* der waBrigen Phase ab- 
pipettiert und, wie oben beschrieben, mit fuchsinschwefliger Saure bzw. mit Dimedon- 
Lésung behandelt. Die erhaltenen Werte zeigt die Tabelle. 


Zusammenfassung 

Unter den von Baur und Mitarbeitern angegebenen Bedingungen 
ist eine photochemische Reduktion von CO, zu Formaldehyd nicht 
méglich; vielmehr ist der tatsichlich vorhandene Formaldehyd durch 
Oxydation organischer Verbindungen entstanden. Zudem ist die von 
Baur und Mitarbeitern verwendete Analysenmethode fiir Formaldehyd 
unspezifisch und in dem beschriebenen px-Bereich quantitativ nicht 
auswertbar. 


Summary 
A photochemical reduction of CO, to formaldehyde is not possible 
under the conditions described by Baur et. al., and the formaldehyde 
actually present is the result of the oxidation of organic compounds. 
Furthermore, the analytical method for formaldehyde used by Baur et 
al. is unspecific and cannot be used quantitatively in the given pH range. 


Professor Dr. Roland Mayer, Institut fiir Organische Chemie der Technischen 
Hochschule, Dresden A 27, MommsenstraBe 6. 
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Die Beeinflussung 
der sdureléslichen Phosphor-Verbindungen in 
Rattenerythrocyten durch intraperitoneale Verabreichung 
von Adenosin, AMP, ATP* und Guanosin 
Von 
Ellen Weber 
unter Mitarbeit von 
H. Hoffmann, F. Knauf, &. Martens und U. Schildecker 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juni 1960) 


Seit den Untersuchungen von Drury und Szent-Gy6érgi!? ist 
bekannt, da8 bei Betrachtung der pharmakologischen Wirkung des 
Adenosins und seiner Nucleotide unterschieden werden muB zwischen 
zwei — nach bisherigen Kenntnissen voneinander unabhingigen — 
Effekten. Neben einer starken, schon nach sehr kleinen Mengen nach- 
weisbaren Beeinflussung des Kreislaufes findet sich bei Versuchstieren 
nach Anwendung héherer Dosen ein schockihnlicher Zustand, dessen 
Mechanismus noch ungeklart ist. Im Gegensatz zu den bisher gemessenen 
fliichtigen Kreislaufverinderungen hilt diese Stérung des Stoffwechsel- 
geschehens langere Zeit an. Uber die cardio-vascularen Wirkungen wur- 
den zahlreiche Arbeiten veréffentlicht ; auch die therapeutische Anwen- 
dung erfolgte vornehmlich auf diesem Gebiet. Welche Verainderungen 
jedoch im Intermediirstoffwechsel durch diese Substanzen hervorge- 
rufen werden, ist weitgehend unberiicksichtigt geblieben?. 


Uber Méglichkeiten, die Adenin-Nucleotide verschiedener Organe 
durch AMP und ATP zu beeinflussen, berichteten Albaum und Mit- 
arbeiter. 


* Verwendete Abkiirzungen: ATP Adenosin-5’-triphosphorséure; ADP Ade- 
nosin-5’-diphosphorsiure; AMP Adenosin-5’-monophosphorsaéure; GTP Guanosin- 
5’-triphosphorsiure; GDP Guanosin-5’-diphosphorsaure; 2.3-PGS 2.3-Diphospho- 
glycerinséure; FDP Fructose-1.6-diphosphorsaure; saéurelésl. Ges.-P séureléslicher 
Gesamt-Phosphor. 

1 A.N. Drury u. A. Szent-Gyérgi, J. Physiology 68, 213 [1929]. 

2 Vgl. H.N.Green u. H. B. Stoner, Biological Actions of the Adenine 
Nucleotides, Lewis & Co. Ltd., London 1950; W. Herbrand u. K. H. Jaeger, 
Das Adenylsiuresystem, Editio Cantor, Aulendorf/Wiirttbg. 1952; K. Boettge, 
K. H. Jaeger u. H. Mittenzwei, Das Adenylsiuresystem, Neuere Ergebnisse 
und Probleme, Editio Cantor, Aulendorf/Wiirttbg. 1957. 
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Bei normalen und graviden Mausen fand sich nach Gabe von AMP vermehrt 
ATP in Leber und Milz*. Verabfolgung von 100 mg NaAMP an Ratten verursachte 
einen Anstieg des ATP-Spiegels in Skelettmuskeln und Gehirn*. Porro konnte 
ebenfalls erhéhte Werte fiir ATP in Gehirn, Herz, Milz und Lunge von Meerschwein- 
chen nachweisen, die 300 mg ATP/kg s. c. erhalten hatten. 

Besonders eingehend wurde von dem Arbeitskreis um Albaum 
das Verhalten der Nucleotide im Blut nach Gabe von Adenylkérpern 
untersucht. 

An Mausen fihrte i. v. Injektion von 4mg NaATP zum Anstieg des Blut- 
ATP. Desgleichen erhéhte sich bei Ratten, denen 10mg bzw. 100 mg NaAMP 
intraperitoneal verabreicht wurden, der ATP-Spiegel des Blutes nach 60 bis 90 Min. 
signifikant gegeniiber den Kontrollwerten*. Die Ubertragung dieser Versuche auf 
den Menschen brachte trotz der relativ erheblich geringeren Menge an injiziertem 
AMP (10 mg bzw. 20 mg i. m.) ebenfalls ein Ansteigen des ATP im Blut. Gleiche 
Ergebnisse wurden durch intramuskulare Injektionen von 20 mg ATP erzielt®. 

Albaum und Mitarbeiter, die auBer der Bestimmung der Adenin- 
Nucleotide keine weiteren experimentellen Daten ermittelt hatten, 
konnten den Anstieg des ATP-Gehaltes nicht erkliren. Sie vermuteten, 
bestairkt durch die Ergebnisse der an Menschen durchgefiihrten Ver- 
suche, daB der beobachtete Effekt durch einen indirekten, komplizierten 
Eingriff in das Blut-Nucleotidsystem zustande kiime. Andere Autoren’ 
konnten die Befunde von Albaum und Mitarbeitern nicht bestitigen, 
so daB die Frage nach der méglichen Beeinflussung der Blut-Nucleotide 
in vivo durch Gabe gleicher oder verwandter Stoffe noch offen steht. 


Wir gingen von den an Ratten ausgefiihrten Versuchen von Albaum, 
Pankin und Harvill‘ aus. Mit Hilfe eines papierchromatographischen 
Verfahrens analysierten wir Extrakte aus Erythrocyten von Tieren, die 
NaAMP i. p. erhalten hatten, auf ihren Gehalt an siureléslichen Phos- 
phorverbindungen. Im Gegensatz zu unserem Vorgehen waren in den 
zitierten Arbeiten iiber die Beeinflussung der Blut-Nucleotide enzyma- 
tisch-optische Bestimmungsmethoden oder die Hydrolysenmethode 
nach Lohmann angewandt worden. Der Vorteil unserer Arbeitsweise 
besteht darin, daB neben der sauberen Erfassung der einzelnen Verbin- 
dungen nicht nur die Nucleotide, sondern auch verschiedene Phosphor- 
siureester und Orthophosphat nebeneinander bestimmt werden kénnen. 
Man gewinnt damit einen Uberblick iiber eintretende Verschiebungen 
in den stationiren Konzentrationen der Substrate des glykolytischen 
Cyclus. Diese Erweiterung der Methodik hat sich fiir die Besprechung 
unserer Befunde als wesentlich erwiesen. 


3-H. G. Albaum u. P. A. Zahl, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 85, 231 [1954]. 

4H. G. Albaum, D. Pankin u. E. K. Harvill, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
84, 529 [1953]. 

5 A. Porro, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 223, 
456 [1954]. 

6 H.G. Albaum, A. Rottino u. G. T. Hoffmann, J. Lab. clin. Med. 42, 
255 [1953]. 

7 H. Adam, Dissert. Marburg 1955; H. Bach, zitiert nach: K. Boettge, 
K. H. Jaeger u. H. Mittenzwei, l. c.*. 
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Die Ergebnisse veranlaBten uns, die Untersuchung auf die Wirkung 
von Adenosin, Guanosin und ATP — zum Teil zusammen mit Natrium- 
phosphat verabreicht — auszudehnen und auch das Verhalten der siure- 
léslichen P-Verbindungen des Plasmas festzuhalten. 


Methodik 


Es wurden mannliche, 210—340 g schwere Wistar- und Sprague-Dawley- 
Ratten verwendet. Die Fiitterung erfolgte mit Laatz-Standard-Kost und Wasser. 

Die zu priifenden Substanzen wurden in 1—2 ml dest. Wasser — zum Teil 
unter Zusatz kleiner Mengen NaHCO, oder weniger Tropfen 0,ln HCl — gelist 
und allen Tieren intraperitoneal in untereinander aquimolekularen Mengen ap- 
pliziert. Im Atherrausch erfolgte 60 Min. spater eine Herzpunktion. Es wurden 
jeweils Gruppen von 4—7 Tieren untersucht. Um Anhaltspunkte iiber den zeit- 
lichen Ablauf der Veranderungen im Gehalt der P-Verbindungen zu erhalten, 
wurden zusatzlich je zwei weitere Tiere 30 Min. und 120 Min. nach Anwendung 
einiger Substanzen punktiert. Die Kontrolltiere kamen ohne vorangehende In- 
jektion zur Blutentnahme. 


1. Herstellung der Extrakte 


a) Erythrocyten 

Das durch Herzpunktion gewonnene Blut (4—8 m/l) wurde in heparinisierten 
oder mit Thrombocid gespiilten GeféBen 5 Min. lang bei 1500 x g zentrifugiert. Die 
Erythrocytenmasse wurde von Plasma und Leukocyten durch Absaugen einschlieB- 
lich ihrer obersten Zellschicht befreit und anschlieBend mit eiskalter Ringerlésung 
dreimal gewaschen. Nach iibereinstimmenden Angaben in der Literatur finden 
hierbei unter diesen Temperaturverhaltnissen weder ins Gewicht fallende Um- 
setzungen in den Zellen statt, noch treten Verluste an den von uns untersuchten 
Substanzen auf. Auch die folgenden Arbeitsginge wurden unter staéndigem Kihlen 
ausgefiihrt. Die gereinigten Blutkérperchen gelangten dann in einen vorgewogenen, 
10proz. Trichloressigsiure enthaltenden Zentrifugenbecher. Das Verhialtnis der 
Mengen von Extraktionsmittel und Zellen wurde auf etwa 3:1 eingestellt. Die Ein- 
haltung einer konstanten Relation dieser beiden GréSen erwies sich als notwendig, 
um von Probe zu Probe vergleichbare Werte fiir den Gehalt an P-Verbindungen 
zu finden. Die eingebrachte Erythrocytenmenge wurde durch Zuriickwiegen des 
Zentrifugenbechers bestimmt. Die Extraktion erfolgte durch 5 Min. langes Quirlen 
mit einem Spatel. Der durch scharfes Zentrifugieren erhaltene Extrakt wurde bis 
zur Weiterverarbeitung fiir maximal 114 Stdn. bei — 16° aufbewahrt. 


b) Plasma 

Mit einer anderen Gruppe Sprague-Dawley-Ratten wurde verfahren wie oben 
beschrieben. 1 m/ des Blutplasmas diente zusammen mit 3 ml 10proz. Trichlor- 
essigséure zur Anfertigung eines Extraktes. Hier erfolgten alle Arbeitsgange eben- 
falls unter standigem Kiihlen, um auch evtl. gebildete labile Phosphorsaureester 
erfassen zu kénnen. 


2. Papierchromatographie 
20 x 50cm groBe Whatman-Papiere Nr. 1 wurden, wie von Gerlach, 
Weber u. Déring® beschrieben, vorbehandelt. Auf jeden Startpunkt wurden 
mittels Agla-Micrometerspritzen 0,1—0,2 mi Extrakt im Kaltluftstrom aufge- 
tragen. Alle Startflecke wurden doppelt angelegt. 
8 KE. Gerlach, E. Weber u. H.J. Déring, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Pathol. Pharmakol. 226, 9 [1955]. 
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a) Untersuchung des Erythrocytenextraktes 
Es kamen drei der von Gerlach und Mitarbeitern® angegebenen Lésungs- 
mittel geringfiigig modifiziert einzeln und kombiniert zur Anwendung: 


I IIa 
40 ml Diisopropylather 18 mg 8-Hydroxy-chinolin, gelést in 
30 ml n-Butanol 10 m/ Athanol 


25 ml Ameisensaéure (98—100% ) 25 ml n-Propanol 
25 ml n-Butanol 
30 ml Ammoniak (25% 


10 ml Wasser 
IIb III 
5 ml Athanol 40 ml n-Butanol 
25 ml n-Propanol 20 ml n-Propanol 
30 ml n-Butanol 25 ml Aceton 
30 ml Ammoniak (25%) 25 ml Ameisensaure (80% ) 
10 ml Wasser 15 ml Trichloressigsiure (30% ) 


Anwendung von Lésungsmittel I: 20 Stdn. absteigend bei 20° zur Ab- 
trennung von Orthophosphat und den Triosephosphaten* von den in unmittelbarer 
Nahe der Startlinie zuriickbleibenden Nucleotiden und Phosphorséureestern. 


Kombinierte Anwendung von Lésungsmittel I — Ila — IIb — III: 
Der Startpunkt wurde 18 cm unterhalb der Ablaufkante und 5 cm vom Rand ent- 
fernt angelegt. Die Ausfiihrung der Parallelbestimmung muBte bei dieser zwei- 
dimensionalen Arbeitsweise auf einem zweiten Bogen erfolgen. 

Der Papierstreifen mit den beiden durch das Liésungsmittel I abgetrennten 
P-Fraktionen wurde, wie von Fleckenstein und Janke® angegeben, so abge- 
schnitten, daB die in Startliniennahe verbliebenen P-Verbindungen anschlieBend 
in entgegengesetzter Richtung auf vom Extrakt noch nicht durchwanderten Pa- 
pierzonen aufgetrennt werden konnten. Hierzu dienten die Lésungsmittel IIa und 
IIb. Ihre Anwendung und die anschlieBende Reinigung der Nucleotide von Phos- 
phorsaéure-estern durch Lésungsmittel III ist ausfiihrlich bei Gerlach, Flecken- 
stein und Gro8"® beschrieben. 


b) Untersuchung des Plasmaextraktes 
Nach Auftrennung mit Lésungsmittel I wurden folgende Fraktionen unter- 
schieden: Orthophosphat, Triosephosphate und organischer Rest-P. 


3. Quantitative Bestimmung der P-Verbindungen 
und des saéureléslichen Gesamt-Phosphors 

Zur Lokalisation der einzelnen Verbindungen dienten das Photoprintverfahren 
von Markham und Smith" und das Molybdat-Spriihreagenz von Hanes und 
Isherwood?* unter Verwendung von UV-Licht zur Reduktion’*. Die P-haltigen 
Areale wurden ausgeschnitten, mit einem Reagenz aus 3 TIn. 98proz. Schwefelséure 
-+ 2 Tn. 60proz. Perchlorsaure feucht verascht und der P-Gehalt nach Berenblum 
und Chain" elektrophotometrisch bestimmt (Elko II, Filter S 75; Carl Zeiss, Ober- 
kochen/Wttbg.). Die Ermittlung des Gehaltes an saurelésl. Ges.-P erfolgte in ali- 
quoten Teilen des trichloressigsauren Extraktes ebenfalls nach feuchter Veraschung. 


* In dieser Fraktion werden gemeinsam erfa8t: Dihydroxyaceton-phosphor- 
siure, Glycerinaldehyd-phosphorsaure u. a. 

® A. Fleckenstein u. J. Janke, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen 
Tiere 258, 177 [1958]. 

10 E. Gerlach, A. Fleckenstein u. E. GroB, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 
Menschen Tiere 266, 528 [1958]. 

11 R. Markham u. J.D. Smith, Biochem. J. 45, 294 [1949]. 

22 C. 8S. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 

13 R. 8. Bandurski u. B. Axelrod, J. biol. Chemistry 193, 405 [1951]. 

14 JT, Berenblum u. E. Chain, Biochem. J. 32, 295 [1938]. 
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Ergebnisse 


A. Die stationaren Konzentrationen der saurelédslichen 
P-Verbindungen in Rattenerythrocyten 


Die Ermittlung der Kontrollwerte fiihrte zu einer erweiterten Auf- 
schliisselung der bisher in Rattenerythrocyten beschriebenen siurelés- 
lichen P-Verbindungen. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 — und der besse- 
ren Vergleichsméglichkeit wegen — auch in Tab. 2 aufgefiihrt. Es ist 
fiir jede Substanz ihr Durchschnittswert in ~Mol/g* Erythrocytenmasse 
und ihr mittlerer prozentualer Anteil am siurelésl. Ges.-P angegeben. 


Nachdem durch das Lésungsmittel III die endgiiltige Auftrennung 
der einzelnen Verbindungen erreicht war, zeigte die Anwendung des 
Molybdatreagenzes sofort, daB auch bei Erythrocyten von Ratten, wie 
bei den meisten Saugetieren, 2.3-PGS die quantitativ stirkste P-haltige 
Verbindung mit einem Anteil von 65,17 % am siureldsl. Ges.-P. ist. 
Deutlich sichtbar erschienen auf dem Chromatogramm nur noch die 
beiden nachstgré8ten Fraktionen, nimlich ATP und ADP. AMP war 
auf den UV-Photographien eben noch erkennbar und fand sich stets in 
einer Menge, die weniger als 1% des siurelésl. Ges.-P betrug. 


AuBer 2.3-PGS und ATP, die zusammen 75,33°% ausmachten, ent- 
hielten Rattenerythrocyten keine sonstigen Verbindungen, deren An- 
teil am siurelésl. Ges.-P iiber 3% hinausging. Selbst Orthophosphat 
fand sich nur zu 2,78% entsprechend 0,49 uMol/g. 


Eine papierchromatographische Auftrennung von ATP, ADP, Orthophosphat 
und eine Bestimmung des saurelésl. Ges.-P aus Rattenerythrocyten wurde von 
Fleckenstein und Gerlach? publiziert. Entsprechend des von uns gefundenen 
gréBeren Gehaltes an séureldsl. Ges.-P lagen unsere Werte fiir die drei genannten 
Verbindungen héher. Dieser Befund beruhte wohl weniger auf andersartigem Tier- 
material als auf methodischen Unterschieden. Fleckenstein und Gerlach? 
enteiweiBten mit 5proz. Trichloressigsiure, waihrend wir 10proz. beniitzten. Das 
entscheidende Kriterium fiir die einwandfreie Erfassung der einzelnen Verbindun- 
gen ist aber das Verhaltnis der leicht hydrolysierbaren Verbindungen zu ihren Ab- 
baustufen, in unserem Fall das der Konzentrationen von ATP, ADP, AMP und 
Orthophosphat, wobei besonders letzteres ein empfindlicher Anzeiger fiir hydro- 
lytische Vorgange ist. Ein Vergleich dieser GréBen zeigte gute Ubereinstimmung 
zwischen den Angaben von Fleckenstein und Gerlach!® und unseren Ergeb- 
nissen. 

Albaum, Pankin und Harvill‘ bestimmten die drei Adenin-Nucleotide 
der Rattenerythrocyten im perchlorsauren Extrakt enzymatisch. Der Gehalt an 
ATP entsprach nach Beriicksichtigung des anderen Bezugswertes weitgehend un- 
seren Ergebnissen; dagegen fanden wir mehr ADP und AMP. 


Bei den ersten Versuchen hatte sich gezeigt, daB bei Herstellung 
eines konzentrierteren Extraktes noch weitere P-haltige Verbindungen 
mit Hilfe unserer Methode bestimmt werden konnten. Aus diesem 


* Lediglich fiir die nicht identifizierte Verbindung X erfolgte die Angabe in 
“Mol P/g Erythrocytenmasse. 

15 A. Fleckenstein u. E.Gerlach, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 219, 531 [1953]. 
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Grunde wahlten wir 10proz. Trichloressigsiure zur EnteiweiBung und 
versuchten, das Extraktionsvolumen méglichst klein zu halten. So ge- 
lang es, nachweisbare Mengen dieser kleinen Fraktionen auf die Papiere 
zu bringen. Es handelte sich um vier getrennt erfaBbare Verbindungen, 
von denen zwei als Nucleotide auch auf der UV-Aufnahme sichtbar 
waren. Diese beiden von uns gefundenen Nucleotide unterschieden sich 
in ihrem papierchromatographischen Verhalten nicht von kéiuflichen 
GTP- und GDP-Priparaten, so daB ihre Identitat als sicher gelten kann. 


Guanin-Nucleotide wurden in jiingster Zeit in zahlreichen Geweben aufge- 
funden!*, Uber GTP als Bestandteil von Blutzellen berichteten als erste Gerlach, 
Fleckenstein und Freundt!’, die es neben GDP aus Taubenerythrocyten iso- 
lierten. Inzwischen wurde GTP auch in Saugetierblut nachgewiesen und zwar von 
Schweiger und Rapoport!® neben Cytidin-triphosphorséure und Uridin-tri- 
phosphorséure in Kaninchenreticulocyten und von Bishop und Mitarbeitern!® im 
menschlichen Blut. Rhodewald und Weber? vermuten auf Grund experimenteller 
Befunde das Vorkommen von GTP in Pferdeblut. 


Fiir GTP wurde ein Durchschnittswert von 0,07 uMol/g und fiir 
GDP von 0,1 uMol/g ermittelt. 


Es erscheint ungewohnlich, da8 das Triphosphat in etwa gleicher Menge wie 
die zweifach phosphorylierte Stufe vorkommt. Dies mag durch eine Verunreinigung 
der GDP durch ein anderes Nucleotid bedingt sein, bei dem es sich vielleicht um 
ein Uridinderivat handeln kénnte. In einigen besonders stark angereicherten Ex- 
trakten setzte sich bei der Behandlung mit Lisungsmittel III eine auf dem UV- 
Bild eben noch sichtbare absorbierende Substanz von GDP ab. Eine weitere, auf 
manchen UV-Photographien sehr schwach zu erkennende Nucleotidfraktion mit 
kleinerem Ry-Wert als GTP konnte nicht identifiziert werden. Auf ihre Bestim- 
mung wurde verzichtet. 


Eine der beiden UV-Licht nicht absorbierenden Verbindungen erwies 
sich als FDP. Die Natur des anderen Phosphorsaureesters konnte nicht 
ermittelt werden; wir bezeichneten ihn als Verbindung X. 


Trotz Anreicherung des Extraktes und intensiver Anwendung von Hydro- 
lyseverfahren fiir schwer spaltbare Phosphorsaureester gelang es nicht, nach Be- 
sprithen mit Molybdatreagenz an der fiir Glucose-6-phosphat zu erwartenden Stelle 
auf dem Chromatogramm eine Bléuung zu erzielen. Die dennoch vorgenommenen 
quantitativen Bestimmungen gaben Resultate, die wenig iiber dem Leerwert der 
Papiere lagen. 

Da sich unsere unter B angefiihrten Versuche iiber den Ablauf eines 


Jahres hinweg erstreckten, wurden immer wieder Kontrolltiere aufge- 
arbeitet. Es zeigte sich die erforderliche Konstanz der Werte, so dab 
die Ergebnisse aller Versuche mit den in Tab. 1 u. 2 aufgefiihrten Nor- 
malwerten verglichen werden kénnen. 


16 R. Bergkvist u. A. Deutsch, Acta chem. scand. 7, 1307 [1953]; R. B. 
Hurlbert, H. Schmitz, A. F. Brumm u. V. R. Potter, J. biol. Chemistry 209, 
23 [1954]; E. Gerlach, H.J. Déring u. A. Fleckenstein, Pfliigers Arch. ges. 
Physiol. Menschen Tiere 266, 266 [1958]. 

17 K.Gerlach, A. Fleckenstein u. K.J.Freundt, Pfliigers Arch. ges. 
Physiol. Menschen Tiere 268, 682 [1957]. 

18 G. Schweiger u. 8S. Rapoport, diese Z. 318, 97 [1958]. 

19 C. Bishop, D. M. Rankine u. J. H. Talbott, J. biol. Chemistry 234, 
1233 [1959]. 

20 M. Rohdewald u. M. Weber. diese Z. 817, 217 [1958]. 
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Es konnten auch keine Unterschiede in der Verteilung der séureldslichen P- 
Verbindungen in roten Blutzellen zwischen Wistar- und Sprague-Dawley-Ratten 
festgestellt werden. 


B. Der EinfluB intraperitonealer Gaben 
von Purin-Nucleotiden und -Nucleosiden 

AMP 

Wir gingen so vor wie Albaum, Pankin und Harvill‘ und gaben 
4 Ratten 100mg .NaAMP intraperitoneal. 60 Min. spater wurde die 
Herzpunktion ausgefiihrt. Durch die verabreichte Substanz wurden aus- 
geprigte Verschiebungen in der Verteilung der siureléslichen P-Ver- 
bindungen ausgelést. Bereits die UV-Photographie, die nach Anwendung 
der ammoniakalischen Lésungsmittel angefertigt wurde, laBt deutlich 
die Anreicherung von ADP und AMP gegeniiber dem Kontroll-Bild er- 
kennen (Abb. la u. b). Dementsprechend erwiesen sich die Analysen- 
werte dieser beiden Nucleotide als signifikant erhéht. Statt des erwar- 
teten Anstieges des ATP-Gehaltes fanden wir eine signifikante Abnahme, 
die 40% des Ausgangswertes betrug (vgl. Tab. 1). Es war anzunehmen, 
da8 das bei Abbau des ATP freigesetzte Orthophosphat sich anreicherte. 


GTP 


GDP 


ATP 


ADP 





a b c 
Abb. 1. Photoprints mit UV-Licht (260 my) von Papierchromatogrammen der 
Erythrocytenextrakte nach Anwendung der Lésungsmittel Ila und IIb und vor 
Durchlaufen des Lésungsmittels III angefertigt. 
a) Kontrolle; b) 100mg NaAMP i. p.; c) 100mg NaAMP + 100mg Na,HPO,- 12H,0. 
Blutentnahme 60 Min. nach der Injektion. Man erkennt deutlich eine Anhéufung 


von ADP und AMP auf Bild b); dagegen zeigt c) etwa die gleiche Verteilung der 
Adenin-Nucleotide wie die Kontrolle. 
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Uberraschenderweise wies aber die Orthophosphat-Konzentration das 
gleiche Verhalten auf wie ATP. Dagegen war der Bestand an Triose- 
phosphaten auf iiber das Zweifache seines Normalwertes angestiegen. 
Der Gehalt an 2.3-PGS blieb konstant. 

Einige Minuten nach der Injektion beobachteten wir eine erhebliche 
Veriinderung im Verhalten unserer Versuchstiere, die bis zur Blutent- 
nahme andauerte. 

Die Tiere zeigten gestraubtes Fell und verhielten sich deutlich ruhiger als 
Kontrolltiere. Die Kérperhaltung erschien schlaff und rief den Eindruck groBer 
Muskelschwache hervor. In diesem Zustand reagierten die Ratten nur auf starkere 
auBere Reize. Die Tiere kihlten fihlbar ab; allerdings wurde die Kérpertemperatur 
nicht gemessen. 

Um diesen schockihnlichen Zustand zu vermeiden setzten wir in 
zwei weiteren Versuchsgruppen die Menge an injiziertem NaAMP auf 
5 mg bzw. 20 mg herab. Aber auch mit diesen beiden Dosen konnten 
wir keinen signifikanten Anstieg des ATP-Gehaltes erzielen. Dagegen 
deuteten sich bei Orthophosphat und den Triosephosphaten die durch 
100 mg NaAMP ausgelésten Verinderungen bereits an. 

Wir untersuchten hier auch FDP und die Verbindung X. Im Gegensatz zu 
FDP und 2.3-PGS, welche nur wenig von ihren Kontrollwerten abwichen, stieg 
die Konzentration der Verbindung X in Abhangigkeit der Dosis auf das Kineinhalb- 
fache bzw. Zweifache des Normalwertes an. 

Unsere Ergebnisse standen also in bezug auf das Verhalten des ATP 
mit denen von Albaum und Mitarbeitern* in Widerspruch. 


Adenosin 

Aus Ergebnissen von Experimenten, die Dische** an mit Adenosin 
inkubierten Hamolysaten durchgefiihrt hatte, war zu vermuten, dai 
die durch die héhere Dosis AMP hervorgerufenen Verschiebungen auf 
Verwertung des Nucleosid-Anteils der AMP im Erythrocytenstoffwechsel 
zuriickzufiihren waren. Bestand diese Annahme zu Recht, so muBte die 
aiquimolekulare Menge Adenosin gleiche Effekte verursachen wie AMP. 

Wir behielten unsere Versuchsanordnung bei, injizierten 6 Tieren 14 mg und 
7 Tieren 74mg Adenosin und punktierten nach 60 Minuten. 

14mg Adenosin fiihrten — genau wie die entsprechende Menge 
AMP — lediglich zur Vermehrung der Triosephosphate auf das Dop- 
pelte des Normalwertes und zu einer angedeuteten Abnahme der Ortho- 
phosphat-Menge (s. Tab. 2). 

Zur Orientierung iiber den zeitlichen Ablauf der Veranderungen kamen zwei 
weitere Tiere bereits nach 30 Min. zur Punktion. Es zeigten sich bei ihnen unter- 
schiedliche Verhaltnisse in der Aufteilung der Adenin-Nucleotide. Der Quotient 
ATP/ADP war in einem Fall auf unter 2 gesunken, wihrend er sich im anderen 
Versuch noch im Bereich der Normalwerte hielt. Die Summe der Adenin-Nucleotide 
lag mit 1,19 und 1,16 ~Mol deutlich iiber dem Kontrollwert. Ebenso war der Ge- 
halt an Triosephosphaten auf das Dreifache angestiegen. Orthophosphat dagegen 
zeigte eine Abnahme um 45% gegeniiber der Norm. 


21 Z. Dische, Naturwissenschaften 26, 252 [1938]. 
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Die Effekte, die durch 74 mg Adenosin ausgelést wurden, waren 
qualitativ und quantitativ tatsichlich weitgehend vergleichbar mit den 
Wirkungen der aquimolekularen Menge AMP. Wieder ergab sich trotz 
der Verminderung der ATP-Werte bei gleichzeitigem Anstieg der ADP- 
und AMP-Konzentrationen ein Abfall des Gehaltes an Orthophosphat, 
der 40% des Kontrollwertes betrug. Alle diese genannten Verinderun- 
gen erwiesen sich als statistisch signifikant. Dies gilt auch fiir die An- 
reicherung der Triosephosphate, die hier in noch starkerem MaBe als 
durch AMP erfolgte. 

Im Gegensatz zu den Resultaten nach AMP-Verabreichung blieb die Kon- 
zentration der Verbindung X unbeeinfluBt. Der Bestand an FDP war auf das Fiinf- 
fache angestiegen. Bemerkenswert erschienen wiederum die Konstanz des 2.3-PGS- 
Wertes und der Konzentrationen von GTP und GDP. 

Wir untersuchten auch die Erythrocyten von Tieren, die 30 Min. und 120 Min. 
nach der Injektion punktiert wurden. Im ersten Fall war die Verminderung des 
Orthophosphat-Gehaltes noch starker ausgepragt als nach einer Stunde. Erst nach 
120 Min. hatte er seine urspriingliche Hohe wieder erreicht und geringfiigig iiber- 
schritten; das gleiche gilt fiir den ATP-Bestand. Dagegen entsprachen die Kon- 
zentrationen von ADP, AMP und FDP etwa den 60-Min.-Werten. Nach 120 Min. 
waren sie fast wieder zu ihren Ausgangswerten abgesunken. 


Die Beeintrichtigung des Zustandes der Versuchstiere durch 74 mg 
Adenosin war die gleiche wie nach Verabreichung der aquimolekularen 
Menge AMP. Nach diesen Versuchen kénnte die Abnahme des ATP- 
Gehaltes in den Erythrocyten fiir die eingangs erwihnten schockihn- 
lichen Zustinde von Bedeutung sein, indem parallel ablaufende Ver- 
ainderungen méglicherweise auch in anderen Organen vorkommen”. 
In den weiter unten beschriebenen Versuchen traten allerdings trotz 
erhéhter ATP-Werte im Blut die gleichen schockihnlichen Symptome 
auf, 

Wir registrierten bis zu 2 Stdn. lang den Blutdruck von narkotisierten Ratten 
mittels blutiger Messung nach Gabe derjenigen Substanzen, welche den Gehalt der 
saureléslichen P-Verbindungen beeinfluBten. Es erfolgte ein Blutdruckabfall von 


durchschnittlich 2—4 Min. Dauer, den man fiir den gestérten Zustand der Tiere 
nicht allein verantwortlich machen kann. 


Guanosin 


An Blutkonserven und inkubierten Erythrocyten wurden durch 
Guanosin — bedingt durch seine Zugehérigkeit zu den Purinnucleosiden 
— die gleichen Wirkungen hervorgerufen wie durch Adenosin?**5, Es 


22 H. N. Green u. H. B. Stoner (Brit. med. Bull. 10, 38 [1954]) vermuten, 
da8 Adenin-Nucleotide Stérungen im Kohlenhydrathaushalt hervorrufen, die den 
toxischen Stoffwechseleffekt verursachen. Nach diesen Autoren ist auch der Nucle- 
otid-Schock dadurch charakterisiert, da8 einer erhéhten Energiebereitstellung 
durch Mobilisierung der Kohlenhydrat-Vorrate eine verminderte Energieproduk- 
tion gegeniibersteht. 

23 B. W. Gabrio u. F. M. Huennekens, Federation Proc. 14, 217 [1955]. 

247. A.J. Prankerd u. K.I. Altman, Biochem. J. 58, 622 [1954]. 

25 D. Rubinstein u. O. F. Denstedt, Canad. J. Biochem. Physiol. 34, 
927 [1956]. 
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erhob sich die Frage, ob Guanosin auch in unserer Versuchsanordnung 
imstande war, die durch Adenosin und AMP bewirkten Verinderungen 
auszulésen. 


Untersucht wurde die Wirkung von 17 mg und 85 mg Guanosin 
60 Min. nach Injektion. Keine der beiden verabreichten Dosen verur- 
sachten deutliche Verschiebungen in der Verteilung der P-Verbindun- 
gen (s. Tab. 2). 

Der leichte Anstieg des ATP konnte statistisch nicht gesichert werden. Das- 
selbe gilt fiir die geringe Vermehrung der Triosephosphate und den Abfall der 
FDP-Konzentration. Erhebliche Veranderungen zeigte nur die Orthophosphat- 
Fraktion. In Abhangigkeit der angewandten Guanosin-Dosis reicherte sie sich auf 
das Doppelte bzw. auf das Zweieinhalbfache ihrer Ausgangsmenge an. Das Ver- 
halten der Ratten nach den Injektionen zeigte keine Besonderheiten. 


ATP 

Es erschien uns lohnend, auch die Wirkung von ATP mit unserer 
Versuchsanordnung zu priifen. 

5 Tiere erhielten 42mg und 7 Tiere 180mg eines kristallwasserhaltigen 


Na,ATP-Praparates*. Der zeitliche Ablauf der Effekte wurde durch Untersuchung 
von je zwei weiteren Tieren 30 und 120 Min. nach der Injektion festgehalten. 


Die kleinere der beiden ATP-Dosen iiihrte 60 Min. nach Verab- 
reichung lediglich zu einem Anstieg des Orthophosphates auf das Zwei- 
fache und der Triosephosphate auf etwa das Dreifache ihres Ausgangs- 
wertes (vgl. Tab. 1). 

Etwas anders fielen die Ergebnisse 30 Min. und 120 Min. nach der Injektion 
aus. Der Orthophosphatbestand war nach 30 Min. um ein Drittel verringert und 
hatte — im Anschlu8 an den beschriebenen Anstieg — nach 120 Min. wieder seinen 


Ausgangswert erreicht. Die Konzentration der Triosephosphate war schon nach 
30 Min. erhéht und nach 120 Min. wieder zur Norm abgefallen. 


Interessanterweise ergab sich als wichtigster Befund 60 Min. nach 
der Injektion von 180 mg Na,ATP ein signifikantes Ansteigen der ATP- 
Konzentration von 0,6 uMol/g bei der Kontrolle auf 0,82 wMol/g. 


Die beiden anderen Nucleotide GTP und GDP blieben ebenso wie ADP nahe- 
zu unbeeinfluBt. AMP wurde in der 60-Min.-Serie nur in zwei Fallen bestimmt, so 
daB der in Abb. 2 zum Ausdruck kommende Anstieg nicht als gesichert gelten 
kann. Auch die Mittelwerte fiir FDP, Verbindung X und 2.3-PGS zeigten keine 
Unterschiede gegeniiber den Kontrollen. Die Konzentration der Triosephosphate 
stieg weniger an als nach Gabe von 42 mg Na,ATP; sie erreichte erst nach 120 Min. 
etwa den gleichen Wert. 


Das Verhalten der Tiere nach der hohen ATP-Dosis war auf die- 
selbe Weise gestért wie nach Anwendung der aquimolekularen Menge 
Adenosin bzw. AMP. 


* Kine papierchromatographisch durchgefiihrte Analyse der Probe ergab, be- 
zogen auf den Gesamt-P-Gehalt, folgende Werte: ATP 59,3%%, ADP 23,5%, AMP 
2,4%,, Nucleotidfraktion I 7,99, Nucleotidfraktion IT 3,1%, Orthophosphat 3,8°%. 
Wir gaben damit im Vergleich zu den anderen verabfolgten Substanzen keine aqui- 
molekulare Menge ATP. Es erschien uns aber wichtiger ein aquimolekulares Ver- 
haltnis im Adenosinanteil zu wahren. 
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WB Hontrollen 

(_]%4 mg Adenosin 
20mg NaAMP 
IN42mg Na, AP 


Bi Aontrollen 
(]% mg Adenosin 
700 mg NaAMP 


Hl Hontrollen 


[_]180 mg Na, ATP 
774mg Adenosine 
Zim pe | es 
5 100mg laAMP. 
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Abb. 2. Das Verhalten der einzelnen saureléslichen Phosphor-Verbindungen in 


Ratteneryt 


hrocyten unter dem Einflu8 verschiedener Adenin-Derivate mit und 


ohne zusatzliche Phosphat-Gabe. Die Bezeichnungen I, II und III entsprechen 
der in Tab. 3 durchgefiihrten Aufteilung der Ergebnisse in drei Wirkungsgruppen 
nach den Veraénderungen der ATP-Konzentrationen. Es sind die Mittelwerte im 
Vergleich zu den Kontrollen aufgetragen. Blutentnahme 60 Min. nach der intra- 
peritonalen Injektion. In Gruppe III wurde der MaSstab fiir Orthophosphat wegen 
der starken Anreicherung dieser Substanz zusammen mit demjenigen fiir 2.3-PGS 

auf der rechten Ordinate aufgetragen. 











AMP + Orthophosphat und Adenosin + Orthophosphat 


Nachdem sich die ATP-Injektion von der AMP- bzw. Adenosingabe 
in ihrer Auswirkung deutlich unterschieden hatte, fiihrte uns das Ver- 
halten des Orthophosphates in diesen drei Fallen dazu, den Effekt einer 
zusitzlichen Phosphat-Verabreichung zu priifen. Wir applizierten zu 
diesem Zweck die adenosinhaltige Substanz zusammen mit der aqui- 


molekularen Menge Orthophosphat. 


4 Tieren wurden 100mg NaAMP und 100 mg Na,HPO, - 12 H,O intraperi- 
toneal gegeben. Nach 1 Stde. wurde die Herzpunktion ausgefiihrt. Ebenso wurde 
mit zwei Ratten verfahren, die 74 mg Adenosin zusammen mit 100 mg Na,HPO, - 


12 H,0 erhalten hatten. 
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Die Resultate stimmten nahezu mit den durch 180mg Na,ATP 
erzielten tiberein. Bewertet man die 6 unter Phosphatzusatz durchge- 
fiihrten Versuche als eine einheitliche Gruppe und priift die Signifikanz 
des Mittelwertunterschiedes der ATP-Konzentration zu den Kontrollen, 
so ergibt sich p<0,01. 

ADP war leicht, AMP wiederum starker angestiegen; ebenso die Konzentra- 


tionen von Orthophosphat und den Triosephosphaten. Dagegen fand sich auch 
hier keine Beeinflussung von GTP, GDP, FDP und 2.3-PGS. 


C. Beeinflussung der saureléslichen P-Verbindungen im 
Blutplasma durch einige Purin-Nucleoside und -Nucleotide 


Der beobachtete Abfall von Orthophosphat nach Gaben von Ade- 
nosin und AMP warf die Frage auf, ob sich hierin das Verhalten des 
Plasmaphosphates widerspiegelte oder ob sich diese Verinderungen nur 
auf die Erythrocyten beschrinkten. 

Wie aus Abb. 3 hervorgeht, stieg der Phosphatspiegel des Plasmas 
entsprechend der verabreichten Phosphatmenge an. Ein Zusammen- 
hang mit demjenigen der roten Blutkérperchen bestand offensichtlich 
nicht, was besonders deutlich am Beispiel der Adenosin + Na,HPO,- 
Gabe einerseits (Abb.3d) und der AMP-Verabreichung andererseits 
(Abb. 3e) abgelesen werden kann. Trotz des nahezu gleichen, gegeniiber 
den Kontrollen leicht erhéhten Orthophosphat-Gehaltes im Plasma lag 
im ersten Fall Anstieg der Orthophosphat- und ATP-Konzentrationen 
in den Erythrocyten vor; im anderen Beispiel fanden sich die umge- 
kehrten Verhialtnisse, nimlich sowohl Orthophosphat- wie ATP-Verlust. 
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Abb. 3. Veranderungen der saurelislichen Phosphor-Verbindungen in Ratten- 

blutplasma durch Verabreichung verschiedener Substanzen. Blutentnahme durch 

Herzpunktion 60 Min. nach der intraperitonealen Injektion. Durchschnittswerte 
aus jeweils 4—6 Einzelversuchen. 

a) Kontrollen; b) 74 mg Adenosin; c) 100 mg Na,HPO, - 12 H,O; d) 74 mg Adeno- 
sin + 100 mg Na,HPO, - 12 H,O; e) 100 mg NaAMP; f) 100 mg NaAMP + 100 mg 
Na,HPO, - 12 H,O; g) 180 mg Na,ATP. 

Schwarze Saulen: Orthophosphat; weiBe Saulen: Triosephosphate; schraffierte 
Saulen: organ. Rest-Phosphor. 

Der MaBstab fiir die Triosephosphate und den organischen Rest-P ist aus der 
linken Ordinate, derjenige fiir Orthophosphat aus der rechten Ordinate ersichtlich. 
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Diskussion 


Unsere Versuche wurden alle an der gleichen Tierart unter iden- 
tischen Bedingungen ausgefiihrt, so da die Ergebnisse unmittelbar mit- 
einander verglichen werden kénnen. Sie lassen sich nach dem Verhalten 
von ATP in drei Gruppen einordnen wie aus Tab. 3 hervorgeht. In unserer 
Versuchsanordnung wurden die durch AMP-Verabreichung verursach- 
ten Effekte ebenso durch Adenosin ausgelést. Wir besprechen im folgen- 
den unsere Befunde im Vergleich zu Resultaten, die bei Inkubation von 
Erythrocyten mit Nucleosiden gewonnen wurden, und nehmen die Ein- 
teilung in Anlehnung an Tab. 3 vor. 


Tab. 3. Einteilung der Versuchsergebnisse nach Wirkung der verabreichten Sub- 
stanzen auf die ATP-Konzentrationen. 





Verhalten der 





Gruppe Aihente, ataattle Injizierte Substanzen 
‘I Keine oder unwesentliche 14mg Adenosin 
Veraénderungen der Kon- 5mg NaAMP 
zentrationen 20 mg NaAMP 


42mg Na,ATP 
17 mg. Guanosin 
85 mg Guanosin 








II Signifikanter Abfall der 74 mg Adenosin 
ATP-Konzentration 100 mg NaAMP 
gegeniiber den Kontrollen 

iit Signifikanter Anstieg der 180 mg Na,ATP 
ATP-Konzentration 74 mg Adenosin + 
gegeniiber den Kontrollen 100 mg Na,HPO,:12H,O 


100 mg NaAMP + 
100 mg Na,HPO,:12 H,O 








Die regelmaBig bei gelagerten Erythrocyten auftretenden Konservierungs- 
schiden lassen sich durch Purinnucleoside verhindern bzw. beheben®*® 27, Uber 
die Art des Eingreifens der zugesetzten Nucleoside in den Erythrocytenstoffwechsel 
wurde folgende Anschauung entwickelt: Eine aus Erythrocyten isolierte Purin- 
nucleosid-Phosphorylase?* bewirkt in Gegenwart von Orthophosphat neben Frei- 
setzung der Purinbase Bildung von Ribose-1-phosphat, welches sofort in Ribose- 
5-phosphat umgewandelt wird. Dieses wird als Substrat des Pentosephosphat- 
Shunts in dessen Reaktionsfolge schlieBlich in phosphorylierte Produkte der Gly- 
kolyse umgesetzt. Die Bedeutung des Nucleosidzusatzes besteht darin, daB die 
Phosphorylierung der Ribose lediglich die Anwesenheit von Orthophosphat ver- 
langt, wahrend die Bildung von Glucose-6-phosphat nur bei einem hohen Gehalt 
der Zelle an ATP vor sich geht. Der erste Weg steht also auch der durch Lagerung 
geschadigten Zelle offen. 


26 B. W. Gabrio u. C. A. Finch, Federation Proc. 18, 51 [1954]; B. W. 
Gabrio, M. Henessey, J. Thomasson u. C. A. Finch, J. biol. Chemistry 215, 
357 [1955]; T. A. J. Prankerd, Lancet 1956 I, 469. 

27 A. Hock u. G. Huber, diese Z. 308, 116 [1957]. 

28 B. W. Gabrio u. F. M. Huennekens, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 18, 585 [1955]. 
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Gruppe I 


Die Ansitze der verschiedenen Untersuchungen”! ?**> enthielten 
die Nucleoside in Konzentrationen, die wir im Blut des intakten Tieres 
mit der kleineren unserer beiden verabreichten Dosen sicher nicht er- 
reichten. Dementsprechend fanden sich nach Gabe der in Gruppe I ein- 
geordneten Substanzen keine nennenswerten Verinderungen in der Ver- 
teilung der P-Verbindungen. Nur die Triosephosphate waren in nahezu 
allen Fallen gegeniiber den Kontrollen leicht angestiegen; die statisti- 
schen Auswertungen ergaben allerdings p > 0,05. 

Guanosin ist die einzige der vier verabfolgten Substanzen, bei der auch die 
hdhere Dosis ihrer Wirkung nach in Gruppe I eingeordnet werden mu8. Angesichts 
der an inkubierten Erythrocyten unter Guanosin-Zusatz erzielten Ergebnisse iiber- 
rascht diese Feststellung, weil dabei Guanosin eine dem Adenosin ahnliche, 6fters 
aber auch eine iiberlegene Wirkungsstarke zeigte. Vielleicht spielte bei unseren 
Versuchen eine Rolle, da8 wegen starker Ubersattigung der Injektionslésung das 
Guanosin im Peritonealraum zunachst ausfiel und so infolge protrahierter Re- 
sorption kein ausreichend hoher Plasmaspiegel erreicht wurde. Ungeklart bleibt 
allerdings die betrachtliche Vermehrung des Orthophosphates der Erythrocyten. 


Gruppe II 


In dieser Gruppe sind diejenigen Substanzen aufgefiihrt, die einen 
signifikanten Abfall der ATP-Kouzentration bewirkten. Es erscheint 
nicht verstindlich, warum im intakten Tier Adenosin gerade den ent- 
gegengesetzten Effekt wie an Erythrocyten-Konserven hervorbrachte. 
Statt der erwarteten Erhéhung des ATP-Gehaltes fand sich eine Ver- 
schiebung in den stationiren Konzentrationen der P-Verbindungen, wie 
sie z. B. von Monojodessigsiure in Erythrocyten durch Hemmung der 
Glykolyse hervorgerufen wird?*. Das Absinken des Bestandes an ATP, 
die Anreicherung von ADP, AMP, FDP und den Triosephosphaten 
lagen auch in unseren Experimenten vor. In dieses Bild lieB sich nur 
das Verhalten des Orthophosphates nicht einordnen, welches trotz des 
ATP-Zerfalles eine Verringerung um 40% bzw. 60% zeigte. Ihre Ur- 
sache diirfte in der Beteiligung des Orthophosphates an der Bildung von 
Ribosephosphat liegen. Daneben kommt als weitere Méglichkeit Be- 
anspruchung von Phosphat fiir die direkte Phosphorylierung des Nucle- 
osides zu Adenosinphosphorsiuren in Frage. 

Kine Bilanz der Phosphorsaurereste gibt folgendes Bild: Nach Gabe von 
74mg Adenosin verschwanden durch ATP-Abbau und Absinken des Orthophos- 
phatgehaltes 89 wMol Phosphat/g; in die signifikant vermehrt gebildeten Phos- 
phorsaéureester wurde 1,74 «Mol Phosphat/g eingebaut. Die entsprechenden Zahlen 
nach 100 mg NaAMP lauten fiir das verschwundene Phosphat 1,00 wMol/g und 
0,88 uMol/g fiir das zusatzliche benétigte Phosphat. Beriicksichtigt man, daB nach 
der AMP-Verabreichung FDP nicht bestimmt wurde, dessen Anreicherung nach 
Adenosin allein 0,78 uMol/g beansprucht hatte, so liegt der Mehrbedarf an Ortho- 
phosphat in beiden Fallen in der gleichen GréBenordnung. 


29 KE. Gerlach, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 228, 
128 [1956]. 
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Gruppe III 


Zu einer signifikanten Erh6hung der ATP-Konzentration gelangten 
wir, wie die in Gruppe III aufgezihlten Substanzen zeigen, auf zwei ver- 
schiedenen Wegen: Es fiihrte sowohl die Zugabe der aquimolekularen 
Menge Na,HPO, zu Adenosin bzw. AMP als auch die Verabreichung 
von 180 mg Na,ATP zum gleichen Ziel. In den drei Fallen war der Ortho- 
phosphatbestand erhalten geblieben; nach ATP war er sogar auf das 
Vierfache seines Normalwertes angestiegen. Aus diesen Resultaten lift 
sich ableiten, daB die Bindungsform, in der Phosphat zugefiihrt wird, 
eine Rolle spielt; denn, vom quantitativen Gesichtspunkt aus gesehen, 
bestehen keine Unterschiede in der verabfolgten Menge an Phosphat 
und Adenosin zwischen 100 mg NaAMP einerseits und der dazu aqui- 
molekularen Menge Adenosin + Orthophosphat andererseits. Trotzdem 
sind die Ergebnisse im ersten Fall in Gruppe II, im zweiten Fall in 
Gruppe III einzuordnen. Ein Zusammenhang zwischen der Héhe des 
Plasmaspiegels an Orthophosphat und dem intrazelluliren Gehalt dieser 
Verbindung scheint nicht gegeben, was sich ebenfalls aus dem gleichen 
Beispiel ergibt. Beide Male war der Plasmaspiegel um denselben gering- 
fiigigen Betrag angestiegen, dennoch waren die Phosphorylierungsvor- 
ginge in den roten Blutkérperchen verschieden verlaufen. 

Man ist aus zweierlei Griinden versucht, im Abfall der Orthophosphatkon- 
zentration in den Erythrocyten die Ursache des iiberraschenden Verhaltens der 
ATP in Gruppe II zu sehen. Einmal wirft die Méglichkeit, das Verhalten der statio- 
naren Konzentrationen der einzelnen Phosphorsiureester mit dem Bild einer Ver- 
giftung durch Monojodessigsaure zu vergleichen, die Frage auf, ob hier eine Hem- 
mung der Glykolyse, ausgelést durch Mangel an verfiigbarem Orthophosphat, vor- 
lag. Ausfall des Phosphates wiirde zur Unterbrechung der gleichen Reaktionsfolge 
fiihren, in die Monojodessigsiure durch Blockierung der Triosephosphat-Dehydro- 
genase eingreift. So ware zu diskutieren, ob nicht der Verbrauch des verwertbaren 
Anteiles von Orthophosphat dazu fiihrt, daB weder die Glykolyse noch die Ribose- 
phosphorylierung aufrecht erhalten werden kann. Der durch die Glykolyse-Hem- 
mung bedingte Ausfall der ATP-Produktion kiénnte also in diesem Fall auch nicht 
durch Ausniitzung der zugefiihrten Nucleoside kompensiert werden. 


Zum anderen lieBen sich als weitere Stiitze fiir diese Auffassung die Ergebnisse 
ansehen, die in Gruppe III eingeordnet sind, nach denen die Zufiihrung von aus- 
reichenden Mengen Phosphat diese Hemmung der Glykolyse verhindert und Ade- 
nosin auch in vivo die gleiche Wirkung hervorruft wie in vitro. 

Allerdings sprechen auch eine Reihe von Griinden gegen die Annahme einer 
Glykolysehemmung aus Phosphatmangel. So erscheint die Abnahme des Ortho- 
phosphatspiegels nicht ausreichend, um diesen Effekt auszulésen. Weiterhin ist 
nach Befunden von Gerlach, Fleckenstein und Gro8?° nicht damit zu rechnen, 
daB der intrazellulire Bestand an Orthophosphat fiir die Phosphorylierung des 
3-Phosphorglycerinaldehyds zu 1.3-Diphosphoglycerinsaure eine Rolle spielt. 

Vergleicht man die Angaben in ~Mol/g fiir die Summe der Adenin- 
Nucleotide in Gruppe III (Tab. 1 u. 2), so zeigt sich eine signifikante 
Erhéhung dieser Werte gegeniiber den Kontrollen unter den drei ge- 
priiften Bedingungen. Dies mu8 als Hinweis dafiir angesehen werden, 
daB ein Teil des in die Erythrocyten eingedrungenen Adenosins phos- 
phoryliert worden ist. 
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Zum gleichen Schlu8 kamen Overgaard-Hansen und Mitarbeiter*® bei 
in-vitro-Versuchen mit menschlichen Erythrocyten. 

Es gilt als sicher, da8 Zellmembranen permeabel fiir Nucleoside, nicht aber 
fiir Nucleotide sind*!. Andererseits sind eine Reihe von Fermenten im Plasma und 
auf der Erythrocytenoberflache beschrieben, die eine Freisetzung von Nucleosiden 
aus Nucleotiden bewerkstelligen kénnen?® 32, Damit ist die Verwertung der Nucleo- 
tide iiber den Pentosephosphat-Shunt in unseren Versuchen erklarbar. 

Auffallend ist bei unseren Versuchen die Konstanz der 2.3-PGS- 
Konzentrationen. Bei gelagerten Erythrocyten dagegen fand sich haufig 
ein Anstieg bzw. ein verzégerter Abfall der 2.3-PGS* 2733, Die be- 
schriebenen Ergebnisse zeigen, daB es auch in vivo méglich 
ist, durch parenterale Zufuhr von Adenosin und seinen Nu- 
cleotiden die ATP-Konzentration der Erythrocyten zu stei- 
gern, sofern eine ausreichende Menge Orthophosphat zur 
Verfiigung steht. Unter unseren Bedingungen kommt dabei dem 
Orthophosphat eine regelrechte pharmakologische Wirkung zu. Die 
Beobachtung der energiereichen Phosphate auch in anderen Organen 
erscheint uns lohnend, um so mehr als damit vielleicht Einblicke in die 
schockihnlichen Zustandsbilder nach hohen Nucleosid- und Nucleotid- 
Dosen gewonnen werden kénnen. 


Herrn Prof. O. Eichler bin ich fiir wertvolle Anregungen und Ratschlaige 
bei der Durchsicht des Manuskriptes sehr dankbar. 

Der Miles Laboratories Inc., Medical and Research Division, Elkhart, 
Ind., USA, gilt unser besonderer Dank fiir die Bereitstellung der notwendigen 
Mittel zur Durchfiihrung dieser Arbeit. 

Wir danken dem Chemiewerk Homburg, Frankfurt/M. fiir die freund- 
liche Uberlassung von Versuchsmengen AMP und ATP. Die Zellstoffabrik 
Waldhof stellte uns dankenswerterweise Adenosin und Guanosin, die Firma 
Dr. Benend, Miinchen-Solln, Thrombocid zur Verfiigung. 


Zusammenfassung 


Wegen widerspruchsvoller Angaben wurde die Wirkung intraperi- 
tenealer Gaben von etwa 60 bzw. 300 wMol Adenosin, AMP, ATP und 
Guanosin auf den Gehalt der siureléslichen Phosphorverbindungen von 
Rattenerythrocyten gepriift. 


Die kleineren der erwaihnten Dosen aller Substanzen sowie die hohe 
Dosis Guanosin blieben ohne wesentlichen EinfluB auf den Gehalt der 
untersuchten Verbindungen. Adenosin und AMP verursachten in der 


30 K. Overgaard-Hansen, 8. Jorgensen u. E. Praetorius, Nature 
[London] 179, 152 [1957]. 

31 D. R. H. Gourley, J. appl. Physiol. 10, 511 [1957]. 

32 F. H. Bruns, Clin. chim. Acta 2, 257 [1957]; P. S.Chen jr. u. 8. Jorgen- 
sen, Acta pharmacol. et toxicol. [Copenh.] 18, 12 [1957]; T. Garzo, A. Ullmann 
u. F. B. Straub, Acta physiol. [Budapest] 8, 513 [1952]; S. Jorgensen, Acta 
pharmacol. et toxicol. [Copenh.] 12, 294 [1956]. 

33 C, A. Finch u. B. W. Gabrio, J. clin. Invest. 38, 932 [1954]; D. Rubin- 
stein, S. Kashket u. O. F. Denstedt, Canad. J. Biochem. Physiol. 34, 61 [1956]. 
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héheren Dosierung einen signifikanten Abfall der ATP-Konzentration, 
verbunden mit Anreicherung von ADP, AMP, Fructose-1.6-diphosphat 
und den Triosephosphaten. Signifikante Erhéhung der ATP-Konzentra- 
tion konnte durch die hohe Dosis ATP ausgelist werden. Der gleiche 
Effekt trat nach der entsprechenden Dosis Adenosin und AMP ein, so- 
fern zusitzlich Na,HPO, injiziert wurde. Gleichzeitig mit der Vermeh- 
rung des ATP-Gehaltes erfolgte ein signifikanter Anstieg der Summe 
der Adeninnucleotide. 

Die Befunde werden unter Beriicksichtigung von in-vitro-Ergeb- 
nissen mit Nucleosiden besprochen. 


Summary 


Because of contradictory reports in the literature, the effects of 
two intraperitoneal dosage levels (ca. 60 and 300 wmole) of adenosine, 
AMP, ATP and guanosine on the acid-soluble phosphorus compounds 
of rat erythrocytes has been tested. 


The lower dosage level of all substances and the higher dosage level 
of guanosine were essentially without effect. At the higher dosage level, 
adenosine and AMP caused a significant fall in the ATP concentration, 
accompanied by an increase in ADP, AMP, fructose-1,6-diphosphate 
and triose phosphates. A significant rise in the ATP concentration could 
be effected by the higher dose of ATP. The same effect was observed 
after the corresponding doses of adenosine and AMP, providing Na,HPO, 
was also injected. Concomitant with the increase of the ATP level, there 
is a significant rise in the total adenine nucleotides. 


The results are discussed in relationship to in vitro studies with 
nucleosides. 


Frl. Dr. Ellen Weber, Pharmakologisches Institut der Universitdt, Heidel- 
berg, Hauptstr. 47—51. 
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Die Lipide der Weinbergschnecke (Helix pomatia L.), Iv 
Uber die Neutralfette und Steroide 
Von 
0. W. Thiele 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Géttingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juli 1960) 


In einer friiheren Mitteilung! wurden bereits einige Besonderheiten 
der Lipide der Weinbergschnecken beschrieben, vor allem ihr hoher 
Phosphor- und Stickstoffgehalt und das Ansteigen der Jodzahlen 
wihrend der kalten Jahreszeit. Wegen dieser Befunde wurden aus 
groéBeren Mengen Ausgangsmaterial Extraktionen und Fraktionierungen 
der Lipide durchgefiihrt mit dem Ziel, die einzelnen Lipidarten zu identi- 
fizieren. Zwei Aufarbeitungen von Weinbergschnecken wurden vor- 
genommen, nimlich von solchen (I), die im Juli an Hangen des Hain- 
berges bei Géttingen gesammelt, sowie von eingedeckelten Schnecken 
(II), die im Februar von einer Zuchtanstalt* geliefert worden waren. 
Zunachst soll nur iiber die Neutralfette und Steroide berichtet werden. 
Weitere Mitteilungen werden die Phosphatide und Glykolipide zum 
Gegenstand haben. 

Uber die Ausbeuten an Lipiden unterrichtet Tab. 1; sie stimmen 
mit den friiher! in Einzeluntersuchungen ermittelten Werten etwa iiber- 
ein. Sommer- und Winterschnecken wurden verarbeitet, weil bei diesen 
Tieren die Zusammensetzung des Fettsiuregemisches im Sommer und 


Tab. 1. Lipidausbeuten aus Weinbergschnecken. 
Frakt. A = Extrakt mit kaltem Aceton, 
Frakt. B = Extrakt mit Aceton im Soxhlet-Apparat, 
Frakt. C = Extrakt mit Chloroform-Methanol. 





Weich- | Frakt. | Frakt. | Frakt. | Summe der Lipide 
































teil- 
Anzahl] gew.* A B Cc (% des 
~ Weichteil- 
(g) (g) (g) (g) (g) | gewichts) 
I. Sommer- 
schnecken ~100 | 1820 | 0,87 | 14,92 5,33 | 21,12 1,16 
II. Winter- 
schnecken ~400 | 5369 1,14 | 33,75 | 29,58 | 64,47 1,20 


* errechnet aus dem Gesamtgewicht und friiher ermittelten Relativwerten. 


— Robert Stein, Lauingen/Donau. 
1 T. Mitteil.: O. W. Thiele, Z. vergleich. Physiol. 42, 484 [1959]. 
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Winter verschieden ist und weil auch andere Verschiedenheiten in der 
Lipidzusammensetzung ermittelt werden sollten. Zudem erwiesen sich 
einige Lipidfraktionen der Sommerschnecken durch die mit der Nahrung 
aufgenommenen Blattfarbstoffe als ziemlich stark farbstoffhaltig, so dai 
allein aus diesem Grunde ein Vergleich mit den Lipiden der Winter. 
schnecken wiinschenswert war. 

Die Entfernung der Blattfarbstoffe durch siulenchromatographische Verfahren 
gelang zwar mit geniigender Vollstandigkeit ; dabei wurden aber auch andere Lipide 
mit abgetrennt, so daB lieber ganz auf die Abtrennung von Blattfarbstoffen ver. 
zichtet wurde. Die Extrakte A und B aus Winterschnecken waren ebenfalls durch 
Blattfarbstoffe dunkelgriin gefarbt; jedoch enthielten diese Tiere davon insgesamt 
viel weniger (Tab. 2). Die Absorptionsspektren sprechen fiir das Vorliegen von Phio- 
phytinen, nicht von Phylloerythrin oder anderen im Séugerdarm gefundenen Ab- 
bauprodukten der -Chlorophylle?. Auffallenderweise fehlt in den Spektren der 
Schneckenlipide die ,,Schulter“‘, die auf der Gegenwart von Carotinoiden beruht; im 
Extrakt von Léwenzahnblattern, mit welchen die Sommerschnecken ernahrt 
worden waren, ist sie vorhanden. 


Aus den Fraktionen A und B (bei Sommerschnecken auch aus () 
wurden phosphatidfreie Lipidgemische erhalten, die neben Chlorophyll- 
abbauprodukten nur Neutralfette und Steroide enthielten. Die Fett- 
siuren lagen zu einem betrichtlichen Teil unverestert vor (Tab. 2); 
denn auch nach chromatographischer Abtrennung der Phosphatidreste 
blieben die Saéurezahlen hoch. Durch Vergleich der Verseifungszahlen 
mit den gefundenen Mengen an Glycerin und Cholesterinester ist durch 


Tab. 2. Zusammensetzung der Fraktionen A und B vor der Fallung mit Aceton 
sowie der Fraktion D vor der chromatographischen Reinigung. 




















Sommerschnecken (I) Winterschnecken (II) 
Frakt. A | Frakt. B | Frakt. D | Frakt. A | Frakt. B | Frakt. D 
3 A Se 0,228 0,651 0,154 0,055 0,575 0,073 
he tA eee 0,575 0,663 0,071 0,048 0,720 0,056 
Blattfarbstoff 
i eae 0,01 4,96 0,11 0,42 0,43 
Saurezahl 
(mg KOH/g) 152 95 107 157 99 
Verseifungszahl 
(mg KOH/g) | 340 284 240 202 149 
Jodzahl 
(g Jod/100 g) | 205 122 207 116 157 
Glycerin (%) . 1,96 5,80 1,74 2,82 1,92 
Cholesterin, 
total (%). . 2,58 15,68 3,91 24,97 28,72 
Cholesterin, 
Ester (%). . 2,12 13,85 2,94 22,38 25,73 














2 W. Siedel, in Hoppe-Seyler/Thierfelder: Handb. d. physiol.- u. pathol.- 
chem. Analyse, Bd. IV/2, 8S. 935, Springer-Verlag, Heidelberg 1960; A. Treibs, 
diese Z. 220, 89 [1933]. 
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eine Uberschlagsrechnung zu entnehmen, da8 als Bindungspartner der 
veresterten Fettsiuren der Fraktionen A nicht nur Glycerin und Chol- 
esterin, sondern auch andere Alkohole vorhanden sein miissen. Im Un- 
verseifbaren aus A von Winterschnecken wurde nur ein Cholesterin- 
gehalt von 34,2% ermittelt, so daB zu vermuten ist, da daneben 
Wachsalkohole vorliegen. Wegen der geringen Mengen des aus den 
Fraktionen A gewonnenen Unverseifbaren wurden diese jedoch nicht 
weiter untersucht. 

Die aus den Neutralfetten und Steroidestern gemeinsam gewonnenen 
Fettsiuren sind zum gréBten Teil ungesittigt (Tab. 3). Die Jodzahlen 


Tab. 3. Verteilung der Fettséuren auf Grund der Bleiseifentrennung und der 
UV-Spektren. 





Sommerschnecken Winterschnecken 


(I) (II) 
Frakt.A, | Frakt.D, | Frakt.A, | Frakt.D, 








Ungesattigte Fettsaiuren 




















(% der gesamten Fettsiuren) . . 92,4 92,9 ~100 88,9 
Jodzahl derselben (g Jod/100g) . . 162,5 182,2 275,2 192,9 
“ Hexaenséiuren. ..... 0 0 0 2,3 
2 E Pentaensiuren. ..... 2,9 2,6 5,9 3,3 
20.8 Tetraensiuren. ..... 9,7 11,8 30,0 14,9 
32 Triensfuren. ...... 16,1 22,4 17,4 7,4 
= 2 Diensfuren ....... 25,8 28,7 26,5 29,8 
ae Monoenséuren. ..... 45,5 32,5 20,2 42,3 


der unverseiften Fraktionen aus Winterschnecken und ebenso der Fett- 
siuren aus Winterschnecken sind héher als die aus Sommerschnecken. 
Der auffallendste Unterschied zwischen den ungesittigten Fettsiuren 
von Sommer- und Winterschnecken betrifft den Gehalt an Trien- und 
Tetraensiuren. Wiahrend bei Sommerschnecken die Triensiuremenge 
etwa doppelt so hoch ist wie die Tetraensiuremenge, ist das Verhiltnis 
bei Winterschnecken umgekehrt. Unter den ungesittigten Fettsiuren 
finden sich — in Ubereinstimmung mit den iiblichen Verhiltnissen im 
Tier- und Pflanzenreich* — vornehmlich solche mit 18 C-Atomen. Uber 
die Lage der Doppelbindungen kann auf Grund der vorliegenden Unter- 
suchungen keine sichere Aussage gemacht werden. Die gesittigten Fett- 
siuren bestehen vornehmlich aus Stearinsiure, wihrend im allgemeinen 
unter den gesittigten Fettsiuren des Tierreiches die Palmitinsaéure zu 
iiberwiegen pflegt*. 

Die Schneckenlipide weisen einen hohen Gehalt an Steroiden auf, 
im Winter etwa doppelt so viel wie im Sommer (ber. als Cholesterin; 


3 T.P. Hildtich, The chemical Constitution of natural Fats, 2. Aufl., 
Chapman & Hall Ltdt., London 1949. 
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Tab. 2); dafiir ist der Glyceringehalt im Winter entsprechend geringer. 
Die Bestimmung von Schmelzpunkt, Jodzahl und spezifischer Drehung 
des Unverseifbaren deutete darauf, dafi neben Cholesterin gréBere 
Mengen von anderen Steroiden vorlagen. Das UV-Spektrum zeigte 
7-Dehydrocholesterin oder Ergosterin an; beide sind als konjugierte 
Diene mit gleicher Struktur im Ring B durch das Spektrum nicht zu 
unterscheiden. Windaus‘ hat bereits den hohen Gehalt an Provitamin D 
in Wirbellosen beschrieben; er gab bei Weinbergschnecken 9,32% der 
gesamten Steroide als Provitamin D an. Er nahm in Analogie zur roten 
Wegschnecke (Arion empiricorum) und zum Regenwurm an, daB auch 
andere Wirbellose Provitamin D, (Ergosterin) enthalten, machte aber 
spiter die ,,erstaunliche Feststellung’, da die Wellhornschnecke 
(Buccinum undatym) nicht Ergosterin, sondern 7-Dehydrocholesterin 
enthalt. In der Weinbergschnecke fanden wir ebenfalls 7-Dehydro- 
cholesterin neben Spuren Ergosterin. In Sommerschnecken betrug der 
7-Dehydrocholesteringehalt 12,3% des Unverseifbaren, in Winter- 
schnecken nur 5,8%. Da bei Sommerschnecken der 7-Dehydrocholesterin- 
gehalt nur im umkristallisierten Unverseifbaren untersucht worden war, 
beim Umkristallisieren aber eine Anreicherung des 7-Dehydrocholesterins 
in der Mutterlauge erfolgt, wie bei Winterschnecken gefunden wurde, 
ist der Gehalt im gesamten Unverseifbaren der Sommerschnecken noch 
héher als 12,3% ‘anzunehmen. 


Die Untersuchungen wurden durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft ermdglicht. Fiir geschickte technische Hilfe dankeich Frl. A.David. 


Beschreibung der Versuche 


Extraktion und Trennung : Die Schnecken wurden nach dem Téten durch 
fliissigen Stickstoff und Zertriimmern der Gehiuse mehrere Tage bis Wochen unter 
Aceton im Dunkeln stehen gelassen. Dann wurde abgesaugt und mit Aceton ge- 
waschen, das Filtrat im Vak. eingeengt, mit Petrolather (30—50°) extrahiert, die pe- 
trolatherische Phase nach dem Trocknen mit Na,SO, eingeengt und zur Trockne 
gebracht: Fraktion A. Die so entwasserten Schnecken wurden dann mindestens 
24Stdn. im Soxhlet-Apparat mit Aceton extrahiert und die so gewonnene Acetonlé- 
sung ebenso behandelt wie oben: Fraktion B. Die trockenenSchneckenrickstande 
wurden dann in der Kugelmiihle und die darin nicht weiter zerkleinerbaren faserigen 
Bestandteile im ,,Starmix‘t gemahlen. Das so zerkleinerte Material wurde mehrmals 
mit Chloroform/Methanol 1:3 unter RiickfluB ausgekocht, bis nichts mehr extrahiert 
werden konnte, hei8 filtriert und das Filtrat im Vak. eingeengt und zur Trockne 
gebracht: Fraktion C. 
Die weitere Auftrennung geht im Prinzip aus dem Trennungsschema hervor. 
Aus allen Extrakten wurden acetonlésliche (Neutralfette und Steroide enthaltende) 
und acetonunlésliche Anteile gewonnen. Uber die letzteren, die Phosphatide und 
Glykolipide enthalten, soll spater berichtet werden. Die Fraktionen B und C der 
Sommerschnecken wurden vereinigt, bevor die Abtrennung des acetonunléslichen 
Anteils erfolgte. Bei den Winterschnecken wurde nur die Fraktion B mit Aceton 
getrennt, nicht jedoch A und C; Fraktion C wurde gar nicht weiter aufgearbeitet, 
da sie nur sehr geringe Mengen Cholesterin enthielt und ein P/Fettséure-Verhaltnis 


4 A. Windaus, Nachr. Ges. Wiss. Géttingen, math.-physik. KI., Fachgr. I. 
185 [1936]. 
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Fettsauren D, Unverseifbares D, 





von etwa 1 hatte, also praktisch kein Neutralfett enthielt. Die so gewonnenen 
phosphatidarmen Fraktionen A und D wurden durch saéulenchromatographische 
Reinigung® vollstaéndig von Phosphatiden befreit. Wir iiberzeugten uns, daB dabei 
keine Verluste von Steroiden und ,,Blattfarbstoffen‘‘ entstanden; auch die hohen 
Saurezahlen blieben erhalten, so daB anzunehmen ist, daB die adsorbierten Phos- 
phatide keinen stirker sauren Charakter haben. Obwohl die chromatographisch 
gereinigten Fraktionen phosphorfrei waren, enthielten sie immer noch geringe 
Mengen Stickstoff. 

Die Verseifung der Fraktionen erfolgte durch 1stdg. Kochen mit der 30fachen 
Menge 0,5n methanol. NaOH unter RiickfluB. 

Analytische Methoden: Eine Schaitzung der Menge der Blattfarbstoffe 
in den griin gefarbten Extrakten wurde durch Messung der Lichtabsorption in 
itherischer Lésung durchgefiihrt. Die Spektren sprechen vorwiegend fiir die Gegen- 
wart von Phéophytinen® (Hauptmaxima bei 665, 653 und 410 my). Zur Berechnung 
wurde die Formel von Comar und Zscheile’ mit den spezifischen Extinktionen 
der Phéophytine* verwendet. Da aber noch andere Chlorophyll-Abbauprodukte 
zugegen sein konnten, hat diese Bestimmung nur den Wert einer Schatzung; ihre 
Ergebnisse sind in folgendem als ,,°/, Blattfarbstoff‘* bezeichnet. Da sich die Sommer- 
schnecken ausschlieBlich von Léwenzahnblattern ernéhrt hatten, wurden die 
Spektren der Schneckenlipide mit dem Spektrum eines Extraktes aus Léwenzahn- 
blattern (in iiblicher Weise hergestellt®) verglichen. 


5 B. Borgstrém, Acta physiol. scand. 25, 101 [1952]. 

6 J.H.C.Smith u. A. Benitez in K. Paech u. M. V. Tracey, Moderne 
Methoden der Pflanzenanalyse, Bd. IV, S. 142, Springer-Verlag, Heidelberg 1955. 

7 C. L. Comar u. F. P. Zscheile, Plant Physiol. 17, 198 [1942]. 

8 L. Gattermann u. H. Wieland, Die Praxis des organischen Chemikers, 
8. 397, 30. Aufl., Verlag de Gruyter & Co., Berlin 1943. 
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Es wurde versucht, aus der dunkelgriin gefarbten Fraktion II D (s. Tab. 2) 
den Blattfarbstoff (0,43%) zu entfernen: 421,0 mg II D wurden nach Kathen’® 
chromatographiert und 2 Fraktionen erhalten (163,9 mg mit 0,03% Blattfarbstoff 
und 200,4 mg mit 0,13, Blattfarbstoff); dann wurde die Zuckerséule mit Methanol 
eluiert und 1,07 g stark saccharosehaltiges Material erhalten; dieses wurde mit 
Petrolither/Benzol (14 + 1 Vol.-Tle.) und mit Benzol extrahiert, wobei 38,0 mg 
griingelbes, festes Material mit 0,94°% Blattfarbstoff erhalten wurde. 

Die Bestimmungen von Phosphor!®, Kjeldahl-Stickstoff, Glycerin", Chol- 
esterin!?, der Saure- und Verseifungszahl!* sowie der Jodzahl* wurden in iiblicher 
Weise vorgenommen. Aus den UV- Spektren’® der ungesattigten Fettséuren nach 
alkalischer Isomerisierung (8 Min. bei 180° in 21° KOH in Athylenglykol) wurde 
der Anteil der Hexaen-, Pentaen-, Tetraen-, Trien- und Dienséuren am Gemisch 
errechnet, wobei die spezifischen Extinktionen der isomerisierten C,.-Hexaensiure, 
eines 1:1-Gemisches von C,9- und C,.-Pentaensaure, der Arachidonsaure, Linolen- 
und Linolséure zugrunde gelegt wurden; der Anteil der Monoensaure ergab sich 
aus der Summe aller errechneten Anteile als Erginzung zu 100°/. Aus dem so er- 
mittelten Verteilungsschema wurde die Jodzahl errechnet und mit der gefundenen 
Jodzahl verglichen; die Abweichungen betrugen bis zu etwa + 10%. Stets wurde 
auch ein UV-Spektrum ohne vorherige Isomerisierung der ungesittigten Fettsauren 
angefertigt. 

Die Fettsauren aus Sommerschnecken (I): Aus 643,6 mg I A (s. Tab. 1) 
wurden 431,5 mg Fettséuren (I A,) gewonnen: Aquiv.-Gew. 325,8 (326,6), Jod- 
zahl 151,4 (153,1). Aus 321,7 mg I A, wurden durch Trennung iiber die Bleiseifen’® 
22,6 mg gesattigte und 276,1 mg ungesattigte Fettsiuren erhalten. Gesattigte Fett- 
siuren: braun, nicht kristallin, papierchromatographisch!’ (als Bleiseifen mit H,S 
gefarbt!®) nur Séuren mit niedriger bis mittlerer Kettenlange, die nicht weiter 
identifiziert wurden. Ungesattigte Fettsiuren: Aquiv.-Gew. 310,4 (309,0), Jod- 
zahl 161,9 (163,1); das UV-Spektrum (vgl. Abbildung) ergab die Werte der Tab. 3. 
177,0 mg Methylester der ungesattigten Fettsiuren wurden mit Raney-Nickel 
hydriert; nach Verseifen wurden 116,8 mg hydrierte Fettsiuren gewonnen, die sich 
papierchromatographisch als hauptsachlich aus Stearinséure, ferner aus kleinen 
Mengen Palmitin- und Arachinsaure bestehend erwiesen; Aquiv.-Gew. 280,1 (279,6.) 


Aus 11,0 g I D wurden 6,81 g Fettsaiuren (I D,) gewonnen: Aquiv.-Gew. 282,9 
(284,8), Jodzahl 147,6 (145,1). Aus 5,30 g I D, w urden durch Trennung iiber die 
Bleiseifen'® 0,41 g gesattigte und 3,98 g ungesattigte Fettsaiuren erhalten. Gesattigte 
Fettsauren: Jodzahl 4,0 (4,3); Aquiv. -Gew. 300,7 (301,0), nach Umkristallisieren 
aus Aceten 291,6 (290,8); papierchromatographisch hauptsachlich Stearinsaure, 
weniger | Palmitinséure und vielleicht Spuren Lignocerinséure. Ungesattigte Fett- 
siuren: Aquiv.-Gew. 310,3 (312,6), Jodzahl 172,0 (170,8). Aus 949,2 mg dieser, von 
allen Fraktionen am meisten Blattfarbstoff enthaltenden Fraktion wurde mit 
Petrolather ein griinbrauner Niederschlag ausgefallt (44,9 mg), der sich auf Grund 


® H. Kathen, Arch. Mikrobiol. 14, 602, 613 [1949]. 

10 T. Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931]. 

11 G. Blix, Mikrochim. Acta [Wien] 1, 75 [1937]. 

12 G. R. Kingsley u. R. R. Schaffert, J. biol. Chemistry 180, 315 [1949]. 

183 J. Kéttsdorfer, Z. analyt. Chem. 18, 199 [1879]; 21, 394 [1882]; mod. 
nach O. W. Thiele, Klin. Wschr. 338, 423 [1955]. 

14H. P. Kaufmann, Z. Unters. Lebensmittel 51, 3 [1926]; mod. von W. 
Trappe, Biochem. Z. 296, 184 [1938]. 

15 EK. Klenk u. H. J. Tomuschat, diese Z. 308, 165 [1957]; E. Klenk u. 
D. Eberhagen, ebenda 307, 42 [1957]; E. Klenk u. W. Montag, Liebigs Ann. 
Chem. 604, 4 [1957]; F. Leupold u. D. Eberhagen, Klin. Wschr. 36, 484 [1958]; 
D. Eberhagen, persénl. Mitteilung. 
16 J. Twitchell, Ind. Engng. Chem. 138, 806 [1921]. 
17 H. P. Kaufmann u. E. Mohr, Fette u. Seifen 60, 165 [1958]. 
18 B. D. Ashley u. U. Westphal, Arch. Biochem. Biophysics 56,4 [1955]. 
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seines optischen Verhaltens in verschiedenen Lésungsmitteln als Chlorophyll. 
Abbauprodukt zu erkennen gab’®. Das verbleibende Gemisch ungesattigter Fett- 
sauren (828,1 mg) hatte das Aquiv.-Gew. 316,6 (315,0), Jodzahl 182,4 (181,9); das 
UV-Spektrum (vgl. Abbildung) ergab die Werte der Tab. 3; nach katalytischer 
Hydrierung war das Aquiv.-Gew. 302,9 (304,8), nach Umkristallisieren 299,7 (300,7), 
und papierchromatographisch wurden vorwiegend Stearinséure, weniger Arachin- 


und Behensaure, Spuren Palmitinsaiure gefunden. 
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Absorptionsspektren der ungesattigten Fettsauren aus den Fraktionen A, bzw. D, 
aus Winter- 


nach alkalischer Isomerisierung. 





schnecken. 


aus Sommerschnecken, 


Die Fettsiuren aus Winterschnecken (II): Aus 697,3 mg II A wurden 
476,7 mg Fettsiuren (II A,) erhalten: Aquiv.-Gew. 315,0 (312,4), Jodzahl 255,4 
(253,9). Aus 436,6 mg IT A, wurden durch Trennung iiber die Bleiseifen praktisch 
keine gesattigten, aber 395, 0 mg ungesittigte Fettsiuren gewonnen: Aquiv.-Gew. 
315,9 (316,2), Jodzahl 273,3 (277,0); das UV-Spektrum (vgl. Abbildung) ergab die 


Werte der Tab. 3. Ein Teil der ungesaéttigten Fettsiuren wurde als Methylester 


katalytisch hydriert; die daraus gewonnenen hydrierten Fettsiuren hatten das 
Aquiv.-Gew. 306,4 (306,5), nach Umkristallisieren 305,2 (304,4); papierchromato- 


graphisch vorwiegend Stearin- und Arachinsaéure, wenig Behensaure. 


Aus 19,20 g II D wurden 11,97 g Fettsauren (II D,) erhalten: Aquiv.-Gew. 325,2 
(324,9), Jodzahl 175,4 (175,5). 11,95 g II D, wurden iiber die Bleiseifen getrennt, 


wobei 1,28 g gesattigte und 10,28 g ungesattigte Fettsiuren erhalten wurden. 


Gesittigte Fettsiuren: Jodzahl 4,1 (5,0); Aquiv.-Gew. 284,6 (285,9), nach Um- 
kristallisieren 286,8 (286,2); papierchromatographisch nur Stearinséure; Schmp. 
66—67°, Misch-Schmp. mit authent. Stearinsiure ohne Depression. Ungesittigte 
Fettsiuren: Aquiv.-Gew. 337,5 (337,1), Jodzahl 192,3 (193,5); das UV-Spektrum 
(vgl. Abbildung) ergab die Werte der Tab. 3. Durch Tiefkithlung in Acetonlésung 
wurden die ungesattigten Fettsiuren in 2 Fraktionen geteilt: eine bei —70° un- 
geléste Fraktion (3,10 g; Aquiv.- -Gew. 300,0; 301,4; Jodzahl 132,2; 129,4) und eine 
geléste Fraktion (5,67 g; Aquiv.-Gew. 311, 0; 311, 9; Jodzahl 235,9; 238,1). Un- 
geléste Fraktion: das UV-Spektrum nach Isomerisierung ergab iiberwiegend 
Monoen- und Diensauren; nach katalytischer Hydrierung war das Aquiv.-Gew. 300,4 
(295,9); papierchromatographisch nur Stearin- und Arachinsaure. Geléste Fraktion: 
das UV-Spektrum nach Isomerisierung ergab 1,1°, Hexaen-, 4,4°% Pentaen-, 23,4°% 


Tetraen-, 14,4°% Trien-, 27,2% Dien- und 29,5% Monoensiuren. Etwa 5g der 
19 H. Fischer u. A.Stern, Die Chemie des Pyrrols, 


Verlagsgesellsch., Leipzig 1940. 


Band IT/2, 8. 91, Akad. 
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gelésten Fraktionen wurden als Methylester im Hochvakuum fraktioniert; dabei 
muBte jedoch wegen der geringen Substanzmenge eine so kleine Kolonne verwendet 
werden, daB der Trenneffekt unbefriedigend war; aus der Bestimmung der Aquiv.- 
Gew. und dem papierchromatographischen Verhalten jeder hydrierten Fraktion 
ergab sich die Gegenwart von C,,-, Cy9- und C,-Sauren. 

Das Unverseifbare aus Sommerschnecken (I): Aus I A wurde nur 
eine sehr kleine Menge an Unverseif barem gewonnen, die eine weitere Untersuchung 
unmdglich machte. 

Aus 11,0 g I D wurde 2,56 g Unverseifbares (I D,) gewonnen (braun, fest), das 
aus Petrolather mehrmals umkristallisiert wurde, bis das Material weiB und kristallin 
war. Salkowski-Probe positiv. Schmp. 138—140°. Cholesterin 102,2 (101,6) % Jod- 
zahl 95,2 (94,6); die Jodzahl gibt keine guten Anhaltspunkte, da Brom auf Steroide 
auch leicht substituierend wirken soll*°. Spezif. Drehung [«]}#f :—45,37° (—45,39°) 
in Chloroform. Das UV-Spektrum der atherischen Lésung ergab Absorptionsmaxima 
bei 270 und 280my und ein Nebenmaximum bei 293 my; bei 280 my ist [Z]} = * — 35,8 
(35,9); mit dem Koeffizienten « = 11200//Mol- cm ergibt sich ein Anteil von 
12,3 (12,3)% 7-Dehydrocholesterin an den Gesamtsteroiden. Zur Identifizierung 
wurde das Provitamin D durch Chromatographie nach Windaus und Stange?!, 
die in stark verkleinertem Ma8stab ausgefiihrt wurde, angereichert: 643 mg I D, 
wurden in 9 ml Benzol/Benzin (100—140°) 1:1 gelést und auf eine 11,5 cm lange 
Al,O,-Saule mit 1,2 cm Durchmesser gebracht; Elution mit Benzol/Benzin/Me- 
thanol 250:250:1,2; Fraktionen zu je 9,5 ml wurden gesammelt; die Fraktionen 
31 bis 41 wurden vereinigt und eingeengt: 20 mg Substanz. Diese wurde papier- 
chromatographisch untersucht”*: Papier Macherey-Nagel Nr. 214 wurde imprag- 
niert mit 5% (V/V) Paraffin] in Petroleum (Sdp. > 190°); entwickelt wurde mit 
Methanol 95% (V/V), Laufzeit 3 Stdn; gefarbt mit SbCl, (24°, in Chloroform) und 
auf 70° erwirmt; Rr-Werte: Cholesterin 0,31, 7- Dehydrocholesterin 0,43, Ergosterin 
(Merck), aus Athanol unmkristallisiert 0,0; die Flecke unterscheiden sich ‘auch i in der 
Farbténung; die chromatographisch angereicherte Substanz erwies sich als chol- 
esterinfrei und bestand iiberwiegend aus 7-Dehydrocholesterin und Spuren 
Ergosterin. 

Das Unverseifbare aus Winterschnecken (II): Aus697,3mgII A wurden 
68,4 mg Unverseifbares (II A,) erhalten (braun, fest). Cholesterin 34,2 (34,2)%. 
Im UV-Spektrum kein Provitamin D nachweisbar. Wegen des niedrigen Cholesterin- 
gehaltes wurde die Anwesenheit von Wachsalkoholen vermutet. 

Aus 19,20 g II D wurde 4,45 g Unverseifbares (II D,) gewonnen (hellbraun, 
kristallin). Cholesterin 88,0 (88,1)°%. UV-Spektrum: Absorptionsmax. bei 280 my, 
[EZ] j./s = 16,7 (16,9), entspr. 5,74 (5,80)°% 7-Dehydrocholesterin. Nach Um- 
kristallisieren aus Petrolather fanden sich in der Mutterlauge 79,1 (81,6)% Chole- 
sterin und 7,58 (7,64)% 7-Dehydrocholesterin, im Umkristallisierten 95,2 (95,8) % 
Cholesterin und 4,30 (4,26)% 7-Dehydrocholesterin. Im Nicht- Umkristallisierten 
wurde die Menge der Dihydrosteroide (Dihydrocholesterin u. a.) zu 1;1 (1,5)% des 
Unverseifbaren bestimmt?*, In der wasserlislichen Fraktion des Unverseifbaren 
wurden nach Einengen und Befreien von Ionen mittels Ionenaustauschern papier- 
chromatographisch®* auBer Glycerin keine vic.-Polyole nachgewiesen. 


Zusammenfassung 
Weinbergschnecken, die im Juli (,,Sommerschnecken“‘) und solche, 
die im Februar (,,Winterschnecken‘) gesammelt worden waren, wurden 
auf ihren Gehalt an Neutralfetten und Steroiden untersucht. Der Ge- 


20 R. Sch6nheimer, diese Z. 192, 77 [1930]. 
21 A. Windaus u. O. Stange, diese Z. 244, 218 [1936]. 

22 KE. Kodicek u. D. R. Ashby, Biochem. J. 57, XII [1954]. 
23 P. Bohm u. G. Richarz, diese Z. 298, 110 [1954]. 
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samtlipidgehalt war bei Sommer- und Winterschnecken etwa gleich groB. 
Jedoch enthielten die Winterschnecken etwa doppelt soviel Cholesterin 
wie die Sommerschnecken; die Glyceridmenge war im Winter entspre- 
chend geringer. Die Jodzahl der gesamten Fettsiuren aus Winter- 
schnecken war héher als die aus Sommerschnecken. Sommerschnecken 
enthielten etwa doppelt so viel Trien- wie Tetraensauren, bei den Winter- 
schnecken war dieses Verhiltnis umgekehrt. Unter allen ungesittigten 
Fettsiuren iiberwogen solche mit 18 C-Atomen. Auch unter den in 
geringer Menge vorhandenen gesittigten Fettsiuren iiberwog die 
Stearinsiure. Das Unverseifbare bestand zum gréBten Teil aus Choleste- 
rin; es enthielt ferner 7-Dehydrocholesterin, und zwar bei Sommer- 
schnecken etwa 12%, bei Winterschnecken etwa 6% des Unverseifbaren. 


Summary 


Snails, collected in July (,,summer snails‘) and February (,,winter 
snails“), have been analysed for neutral fats and steroids. The total 
lipids of summer and winter snails were about the same. Cholesterol, 
however, was twice as high in winter snails as in summer snails; the 
glyceride level was correspondingly lower in winter. The iodine number 
of the total fatty acids was higher in winter snails than in summer 
snails. In summer snails, the level of trienoic acids was about twice that 
of tetraencic acids; the position was reversed in winter snails. The 
predominant unsaturated fatty acids were those with 18 C-atoms. In 
the small amount of saturated fatty acids present, stearic acid was the 
main constituent. The unsaponifiable fraction consisted mostly of 
cholesterol, with some 7-dehydrocholesterol (about 12% in summer, 
and about 6% in winter snails). 


Priv.-Doz. Dr.O. W. Thiele, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Géttingen, Kirchweg 7. 
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Tripeptide des Histidins 
Von 
Friedhelm Schneider 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Tiibingen 
(Dir.: Prof. Dr. Dr. G. Weitzel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1960) 


In der vorangehenden Arbeit! wurden Synthesen einiger neuer Di- 
peptide des Histidins mit weiteren trifunktionellen Aminosauren be- 
schrieben. Mit Hilfe potentiometrischer Titrationen lieBen sich die px- 
Werte und das Zinkbindungsvermégen derartiger Dipeptide ermitteln?. 
Dabei zeigte sich, daB die Struktur des Peptides das Metallbindungs- 
vermégen variiert, wobei die Stellung des Histidins innerhalb des Peptids 
entscheidend ist. Um weitere Aufschliisse iiber die Zusammenhinge 
zwischen Struktur und Zinkbindungsvermégen zu erhalten, wurden einige 
neue Tripeptide des Histidins synthetisiert, in denen Histidin vorwiegend 
als mittelstiindige Aminosiure vorkommt und die Carboxylgruppe zum 
Teil durch die Amidgruppe verschlossen ist. Wir berichten in dieser Arbeit 
iiber die Synthese folgender Tripeptide: 

Glycyl-L-histidyl-L-leucin, Glycyl-L-histidyl-L-leucinamid, Glycyl-L- 
histidyl-L-glutaminsiure, L-Seryl-L-histidyl-L-leucin, O-Acetyl- DL-seryl- 
L-histidyl-L-leucinamid, L-Glutaminyl-L-histidyl-L-leucinamid, L-Histi- 
dyl-glycyl-glycin, L-Histidyl-glycyl-glycin-ithylester. 

Uber die Ergebnisse der potentiometrischen Titrationen und iiber 
das Bindungsvermégen fiir Schwermetalle sowie iiber das Verhalten dieser 
Peptide bei der Imidazolkatalyse wird spiter in dieser Zeitschrift be- 
richtet. 


Ergebnisse 


Fiir die Darstellung des Glycyl-L-histidy|-L-leucins, des Amids sowie 
der Glycyl-L-histidyl-L-glutaminsiure benutzten wir das Cbho-*Glycyl- 
L-histidinhydrazid’, das in das Azid iibergefiihrt und mit L-Leucin- 
methylester bzw. L-Glutaminsiure-diithylester gekuppelt wurde. Zur 
Uberfiihrung in das Amid wurde der Cbo-Tripeptidester mit methanol. 
Ammoniak behandelt. 


* Cho = Carbobenzoxy. 
1 F. Schneider, diese Z. 320, 82 [1960]. 
2 G. Weitzel, W. Schaeg u. F. Schneider, Liebigs Ann. Chem. 682, 124 
[1960]. 
3 R. F. Fischer u. R. R. Whetstone, J. Amer. chem. Soc. 76, 5076 [1954]. 
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Das Chbo-Glycyl-L-histidinhydrazid erhielten wir nach der Azid- 
Methode aus Cbho-Glycinazid oder nach der Mixed-Anhydrid-Methode?, 
ausgehend vom Cbho-Glycin. Die Ausbeuten an Endprodukt sind etwa 
gleich. Bei Verwendung der Azid-Methode kommt es kurz nach Ver- 
einigung der Reaktionslésungen zur Abscheidung von Festkérper, den 
man vor der Aufarbeitung abfiltriert. Es handelt sich um Di-Cbo-glycin- 
hydrazid, ein Nebenprodukt, das sich aus dem Cbo-Glycinazid bildet®. 

Die Verseifung der Cho-Tripeptidester sowie die Abspaltung des 
Cbo-Restes mit Pd/Wasserstoff fiihrte man auf dem iiblichen Wege durch. 
Das Tripeptidamid lieB sich am besten als Acetat in kristallisierter Form 
aus Alkohol isolieren. Glycyl-L-histidyl-L-leucin ist wegen des vorhan- 
denen Leucins in Wasser ziemlich schwer ldéslich. Die Synthese von 
Glyeyl-1-benzyl-L-histidyl-L-leucin unter Verwendung der Sheehan-Me- 
thode wurde von Theodoropoulos® beschrieben. 

Cbho-L-Serinazid® bzw. die DL-Verbindung wurde mit L-Histidyl-L- 
leucin-methylester!, L-Histidyl-L-leucinamid! oder L-Histidyl-L-leucin’? 
zu den entsprechenden Cbo-Tripeptid-Derivaten gekuppelt. Die Kupp- 
lung des Azids mit dem Triithylammoniumsalz des L-Histidyl-L-leucins 
erwies sich als besonders vorteilhaft, da man die Verseifung umgehen kann. 
Dieses Verfahren, welches anstelle der Aminosiure- oder Peptidester die 
Salze von Aminosiuren und Peptiden zur Verkniipfung mit den Cbo- 
Aminosiureaziden verwendet, wurde neuerdings von Hofmann und 
Mitarbeitern® auch fiir die Synthese héherer Peptide mit Erfolg benutzt, 
aachdem schon Curtius®, der Entdecker der Azid-Methode, diesen spiter 
in Vergessenheit geratenen Weg beschrieben hatte. Versuche zur Ge- 
winnung des Cbho-L-Seryl-L-histidyl-L-leucin-methylesters iiber das Cbo- 
L-Seryl-L-histidinazid zeigten, daB das Azid sehr leicht eine intramole- 
kulare Reaktion mit dem Imidazolring eingeht unter Bildung eines 
schwerléslichen Produktes, das die Pauly-Reaktion nicht mehr gibt?®. 
Die Abspaltung des Cbo-Restes gelang beim Cbo-L-Seryl-L-histidyl-L- 
leucin durch Na in fliissigem Ammoniak oder durch Behandlung mit 
konz. Salzsiure bei 37° innerhalb von 70 Min., wahrend wir beim Amid 
Bromwasserstoff in Eisessig verwendeten, wobei die O-Acetyl-Verbin- 
dung entsteht!*, Auf diesem Wege erhielt man Endprodukte von zufrie- 
denstellender Reinheit. Okawa1! beschrieb die Synthese des L-Seryl-L- 
histidyl-L-leucins unter Verwendung von N-Cbo-O-Benzyl-L-serin und 


4 Th. Wieland u. H. Bernhard, Liebigs Ann. Chem. 572, 190 [1951]; 

R. A. be ay mere Helv. chim. Acta 34, 874 [1951]. 
J. 1. Harris u. J.8. Fruton, J. biol. Chemistry 191, 143 [1951]. 

‘Dp. Theodoropoulos, J. org. Chemistry 21, 1550 [1956]. 

7 R. W. Holley u. E. Sondheimer, J. ‘Amer. chem. Soc. 76, 1326 [1954]. 

8 K. Hofmann, A. Joéhl, A. E. Furlenmeier u. H. Kappeler, J. Amer. 
chem. Soc. 79, 1636 [1957]; K. Hofmann, H. Kappeler, A. E. Furlenmeier, 
M. E. Wooner, E. T. Schwartz u. Th. A. Thompson, ebenda 79, 1641 [1957]. 

® Th. Curtius u. R. Wiistenfeld, J. prakt. Chem. [2] 70, 73 [1904]. 

10 R. B. Merrifield u. D. W. Woolley, J. Amer. chem. Soc. 78, 4646 [1956]. 

10a St. Guttmann u. R. A. Boissonnas, Helv. chim. Acta41, 1852 [1958]. 

11 K. Okawa., Bull. chem. Soc. Japan 30, 976 [1957]. 
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der Sheehan-Methode. Die Abspaltung des Cbo-Restes und des Benzy!- 
restes fiihrte der Autor mit Bromwasserstoff in Dioxan durch. 


Bei der Synthese von Cbo-L-Glutaminy]-L-histidy]-L-leucin-methy]- 
ester durch Kupplung von Cbo-L-Glutamin mit L-Histidyl-L-leucin- 
methylester nach der Mixed-Anhydrid-Methode erhielten wir in maximal 
35proz. Ausbeute ein amorphes, sehr schwerlésliches Produkt, das nicht 
zur Kristallisation zu bringen war ; das entsprechende Amid, das wir durch 
Verkniipfung von Cbho-L-Glutamin-p-nitrophenylester™ mit L-Histidy]. 
L-leucinamid darstellten, verhielt sich aihnlich. Beide Produkte zeigten 
aber gute Gesamtstickstoff- und Amidstickstoff-Analysen und verhielten 
sich chromatographisch einheitlich. Bei Verwendung des Cbo-L-Glutamin- 
p-nitrophenylesters lagen die Ausbeuten allerdings mehr als doppelt so 
hoch wie bei der Mixed-Anhydrid-Methode. 


Cbo-L-Glutaminyl-L-histidyl-L-leucin wurde durch Reaktion von 
Cbo-L-Glutaminazid!* mit dem Triithylammoniumsalz des L-Histidyl- 
L-leucins nach der oben angegebenen Methode in kristallisierter Form 
gewonnen. Durch Abspaltung des Cbo-Restes vom Cbo-Tripeptidamid 
mit Bromwasserstoff/Eisessig erhielten wir das L-Glutaminy]-L-histidyl- 
L-leucinamid-dihydrobromid, das sich aus absol. Athanol umkristal- 
lisieren lieB. 

Cho-L-Histidyl-glycyl-glycin-iithylester™, den man aus Cbo-L-Histi- 
dinazid’ und Glycyl-glycin-iithylester in guten Ausbeuten erhielt, wurde 
durch Behandeln mit konz. Salzsiure bei 37° fiir 80 Min. in das L-Histidy]l- 
glycyl-glycin iibergefiihrt, nachdem sich gezeigt hatte, daB alkalische 
Verseifung des Cbo-Peptidesters keine sauberen Produkte lieferte. Dieses 
Tripeptid ist auffallend schwer in Wasser léslich. Abspaltung des Cbo- 
Restes mit Bromwasserstoff/Eisessig fiihrte zum L-Histidyl-glycyl-gly cin- 
iithylester-dihydrobromid, das sich aus absol. Alkohol umkristallisieren 
lieB. Eine Hydrolyse von Peptidbindungen bei der Behandlung mit konz. 
Salzsiure wurde in keinem der behandelten Fille beobachtet, wie die 
chromatographische Priifung zeigte. 


Diketopiperazin, das als Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung von 
Glycyl-glycin diente, wurde in einfacher Weise dadurch erhalten, daB 
man Glycin-iithylester-hydrochlorid mit der berechneten Menge Tri- 
ithylamin in konz. wir. Lésung einige Tage bei Zimmertemperatur 
stehen lieB. Das Diketopiperazin kristallisiert aus der Lésung aus und 
kann ohne weitere Reinigung weiterverarbeitet werden. Die Ausbeuten 
betragen 50—60% und liegen in derselben Héhe wie bei dem bisher ver- 
wendeten Verfahren, man erspart sich jedoch die umstindliche Ge- 
winnung des freien Gly*in-iithylesters. 


122 M. Bodanszky u. V.du Vigneaud, J. Amer. chem. Soc. 81, 5688 [1959]. 

13 E. Sondheimer u. R. W. Holley, J. Amer. chem. Soc. 76, 2467 [1954]. 

14 N.C. Davis, J. biol. Chemistry 2238, 935 [1956]. 

15 H. F. Schott, J. B. Larkin, L. B. Rockland u. M.S. Dunn, J. org. 
Chemistry 12, 490 [1947]. 
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N-Cbo-S-Benzyl-cysteinyl-glycyl-glycin-hydrazid", das auf dem von 
Rydon und Heaton beschriebenen Wege aus N-Cbo-S-Benzyl-cystein!” 
und Glycyl-glycin-aithylester nach der Mixed-Anhydrid-Methode erhalten 
wurde, benutzten wir zur Synthese des N-Cbo-S-Benzyl-L-cysteinyl- 
glycyl-glycyl-L-histidin-methylesters. 

Die Verseifung dieses Cbo-Tetrapeptidesters in Dioxan mit der aqui- 
valenten Menge Natronlauge fiihrte noch nicht zu einem reinen Produkt. 

Die dargestellten Verbindungen sind in Tab. 1—3 zusammengefaBt. 
Zur Reinheitskontrolle wurden alle Zwischen- und Endprodukte papier- 
chromatographisch mit Ninhydrin oder Diazosulfanilsiure im System 
Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1 oder Pyridin/Wasser 65:35 gepriift. 

Die Rr -Werte der Peptide in den beiden Lésungsmittelsystemen 
wurden bestimmt (Papier Schleicher & Schiill, 2043b). 


Tab. 1. Carbobenzoxy-peptidester und Amide. 





Um- Aus- 

Peptid Formel %N | % N |Schmp.| kristal- |beute* 
P Mol.-Gew. | Ber. | Gef. | (°C) lisiert | (°/,d. 
aus Tp.) 





Cho-Gly-L-His- CogH3N506 14,80 | 14,87 | 187—| Wasser 60 krist. 
L-Leu-OCH, 473,5 188 


Cho-Gly-t-His- | Co2HgoNe0s | 15,34 | 18,30 |7355 | Wasser | 90 | krist. 


























L-Leu-NH, 58,5 
Cho-Gly-L-His- | C,;H,,N;O, 168—| x j 
t-Glu-(OC,H;), 531,5 13,17 | 13,18 169 Athanol | 50 | krist. 
Cbo-L-Ser-L-His- | C,,H,,N;0 148— = . 
1-Leu-OCH, *4503,5° 71 13,90 | 13,82 150 Wasser 35 krist. 
Cbo-tL-His-Gly- | C.»H,;N,O 183—| x es 
Gly-OC,H, "4314 6 | 16,23 | 16,29 184 Athanol | 90 | krist. 
15,44 | 15,31 

Cho-t-Glu (NH,)- 4 Fe as ss : 

: CogH3g.N,O, | Amid-| Amid-| 205— | Essig- ‘ . 
a tamael *544,5° "1 N N 207 | ester oS | ony 

: 2,57 | 2,44 
18,52 | 18,56 Dimethyl- 
Cbo-L-Glu(NH,)-| C,;H3;N70. | Amid-| Amid-| 184— |formamid/| _ init 
L-His-t-Leu-NH,| —529,5 N N | 186 | Wasser | 72 - 

5,29 | 5,10 Athanol 
N-Cho-.- 
CyS (Bal)**-Gly- | CoHstNerS) 13,53 | 13,85 |1902-] Athanol | 60 | amorph 
Gly-L-His-OCH, ‘ 
183— 


Wasser | 30 | amorph 





























Cbo-DL-Ser-L- C,3H aN ,0 
A bc 6 
His-r-Leu-NH, 488,4 - | 17-20 | 17,35) 195 
* Die Ausbeuten beziehen sic*) auf die letzte Stufe. 
** Bzl = Benzyl. 
a Ber. C 58,38 H 6,55 Gef. C 58,67 H 6,77 
b Ber. C 57,34 H6,66 Gef. C 57,10 H 6,67 


16 G.S. Heaton, H.N. Rydon u. J.Schofield, J. chem. Soc. [London] 
1956, 3157. 
17 B. Hegediis, Helv. chim. Acta $1, 737 [1948], u. zwar S. 742. 
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Tab. 2. Verseifungsprodukte der Cho-Peptidester. 
(Alle aufgefiihrten Produkte wurden kristallin erhalten.) 



































Um- Aus- 
Peptid Formel oN i Schmp. | kristal- | beute 
P Mol.-Gew. Ber. Gef. (°C) lisiert %, 
aus d.Th.) 
Y 4 T 
oO: eal ae 15,28 | 15,28 |185—187] Wasser | 87 
Cbo-Gly-t-His- | C,,H,;N;0, 7 ‘- aie 
L-Glu-(OH), 475,4 14,73 14,772 | 208—210| Methanol] 60 
Co | ee to? | 14,32 | 14,17 |192—194] Wasser | 60 
Cbo-L-Glu(NH,)-| C,;H3,N,0,| 15,87 15,67¢ 
L-His-L-Leu-OH, | 530, Amid-N | Amid-N | 187—189] Wasser 51 
2,64 2,49 
a Ber. C 53,00 H 5,26 Gef. C 52,66 H 5,36 
b Ber. C 56,44 H6,34 Gef. C 56,28 H 6,40 
c Ber. C 56,59 H6,41 Gef. C 56,10 H 6,67 


Tab. 3. Tripeptide, deren Amide und Ester 


. (Alle aufgefiihrten Produkte wurden 
krist. erhalten.) Die Ry,,,-Werte sind bezogen auf die Laufstrecke von Histidin = 1,00 
in I: Pyridin/Wasser 65:35 (Histidin Ry 0,44); II: Butanol/Eisessig/Wasser 
40:10:10 (Histidin Ry 0,19). 






























































Um- |83 
Peptid Formel % N|%N |Schmp.| kristal- oo Ryj.- Werte 
ie Mol.-Gew. | Ber. | Gef. | (°C) lisiert [a's 
aus [238] I | II 
H-Gly-u-His- | C,,H,,N;O, og, ys 
i-Leu-OH “HO ‘| 20,40 | 20,49 |740~ | Wasser’ | go | 1,55 | 1,55 
343,3 s — 
H-Gly-t-His- | C,;HygN,O ie. 
L-Glu-(OH), HO" | 19,49 | 19,64 |°93-—| Wasser! | 62 | 0,95 | 0,67 
359,4 a whi 
GOH | segs? Ne * | 26.51 | 26,13) 2906 | Wasser | 56 | 1,23 | 0,75 
H-u-Ser-L-His- | C,;H,,N;O = 220— | Wasser/ 
L-Leu-OH 3654 | 1%72 | 19.42 | “993 | Athanol | 30 | 169 | 1,69 
H-t-His-Gly- | C,,H,,N;0, “i 
Gly-OC,H, -2HBr | 15,40 | 15,21|~55- | Athanol | 70 | 1,80 | 0,73 
- 2 HBr 454,4 ae 
H-O-Acetyl-pt- | Cy;H»,N,O, | 15,04 | 14,92 
Ser-L-His-L-Leu- ‘2HBr Amid-| Amid-| 176—]| x a 
NH, 558,5 N N 177 Athanol | 70 | 1,91 | 1,05 
- 2HBr 2,37 | 2,30 
H-u-Glu(NH,)- | C,,HsN,0, 134—| « 
L-His-L-! eu-NH, - 2 HBr 17,60 | 17,16 186 Athanol | 80 | 1,71 | 0,73 
- 2 HBr 557,4 
H--Gly-L-His- | C,4H,,N,0, 168—| ~ 
L-Leu-NH,- - CH,CO,H | 21,85 | 21,558 170 Athanol | 60 | 1,73 | 1,80 
acetat 384,4 
* Enthilt noch 2% HCl. 
a Ber. C 50,00 H 7,30 Gef. C 50,44 H 7,72 














wt 
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Beschreibung der Versuche 


Cbho-Glycinhydrazid!®: 13g Glycin-athylester-hydrochlorid wurden 
mit 22,2 g Cbo-Chlorid zum Cho-Glycin-athylester umgesetzt und das Reaktions- 
produkt mit 7 g 100proz. Hydrazinhydrat in 160 ml absol. Athanol behandelt. 
Ausb. 10 g Cho-Glycinhydrazid. Schmp. 115—116°. 


Cbo-Glycyl-t-histidinhydrazid® (Azid-Methode): 12g Cbho-Glycin- 
hydrazid wurden in das Azid iibergefiihrt, in Chloroform gelést und mit L- 
Histidin-methylester gekuppelt, den man aus 19 g des L-Histidin-methylester- 
dihydrochlorids mit Chloroform/Ammoniak?® bereitete. Nach 24 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur filtrierte man vom Ungelésten (Di-Cbo-glycinhydrazid) ab, verdampfte 
das Lésungsmittel im Vak., léste den dligen Riickstand in 100 m/ Methanol und 
gab 4 ml 100proz. Hydrazinhydrat hinzu. Nach Stehenlassen iiber Nacht wurden 
10 g isoliert. Schmp. 204—205°. 


Cbo-Glycyl-t-histidinhydrazid (Mixed-Anhydrid-Methode): Zu einem 
auf —5° gekiihlten Gemisch aus 8,4 g Cbo-Glycin und 5,6 ml Triathylamin in 
100 ml Chloroform wurden 4 ml Chlorameisensaure-athylester gegeben. Nach 15 Min. 
gab man eine Lésung von 9,7 g t- Histidin-methylester-dihydrochlorid und 
12 ml Triéthylamin in 100 ml Chloroform hinzu. Es wurde noch 15 Min. im Eisbad, 
danach iiber Nacht bei Zimmertemperatur geriihrt. Man schiittelte die Reaktions- 
mischung mit 50 ml Wasser, 50 ml S5proz. Hydrogencarbonatlisung aus, trocknete 
iiber Na,SO, und verdampfte das Lésungsmittel im Vakuum. Der lige Riickstand 
wurde in 50 mi Methanol gelést, 3 ml 100proz. Hydrazinhydrat zugesetzt 
und iiber Nacht bei Zimmertemperatur belassen. Insgesamt wurden 6 g Hydrazid 
isoliert. Schmp. 204—206° nach Umkristallisation aus Alkohol. 


Cbho-Glycyl-u-histidyl-t-leucin-methylester: 2,16g Cbo-Glycyl- 
L-histidinhydrazid wurden in 9 ml 2n HCl und 10 ml Wasser gelost, auf —5° 
gekiihlt und 450 mg Natriumnitrit in 1,7 m/ Wasser zugetropft. Nach 5 Min. wurden 
6 ml einer gesattigten, kalten Kaliumcarbonat-Lésung zugegeben und das ausge- 
fallene Ol in 140 ml Chloroform gelést. Die wa8r. Phase wurde nochmals mit 
10 m/ Chloroform ausgeschiittelt und die vereinigten Lésungen iiber Na,SO, in 
der Kalte getrocknet. 

Aus 1,3 g L-Leucin-methylester-hydrochlorid wurde mit Chloroform/ 
Ammoniak die Base in Freiheit gesetzt und in 20 ml Chloroform gelést. Man ver- 
einigte mit der Azidlésung und lie8 24 Stdn. bei Zimmertemperatur stehen. Man 
engte danach auf ein kleines Volumen im Vak. ein und fallte das Reaktionsprodukt 
mit Ather. 

Cbho-Glycyl-t-histidyl-Lt-leucinamid: 1,3 g Cbo-Glycyl-u-histidyl- 
L-leucin-methylester wurden in 100 ml Methanol gelést und bei 0° mit Am- 
moniak gesattigt. Man lie8 4 Tage bei Zimmertemperatur stehen und dampfte im 
Vak. ein. Dabei kristallisierte das Reaktionsprodukt aus. 


Glycyl-t-histidyl-t-leucinamid-acetat: 900mg Cbo-Tripeptid- 
amid wurden in 10 ml Wasser, 60 m/ Methanol und 1 mi Hisessig gelést, Palladium/ 
Kohle zugesetzt und 3 Stdn. Wasserstoff durch die Lésung geleitet. Man trennte 
den Katalysator ab, dampfte auf ein kleines Volumen ein und fallte mit Ather. 


Cbho-Glycyl-t-histidyl-L-leucin: 1,9 g Cbho-Glycyl-L-histidyl-u- 
leucin-methylester wurden in 8 ml Dioxan und 4,3 ml In NaOH gelést und 
50 Min. bei Zimmertemperatur belassen. Man gab 4,3 ml In HCl zu und dampfte 
im Vak. zur Trockne ein. 

Glycyl-t-histidyl-t-leucin: 1,6g Cbo-Tripeptid wurden in 30 ml 
Wasser, 60 m/l Methanol und 2 mi EKisessig gelést und die Abspaltung des Cbo-Restes 
wie gewohnlich mit Pd/Wasserstoff durchgefiihrt. Aufarbeitung erfolgte wie iiblich. 


18 B. F. Erlanger u. E. Brand, J. Amer. chem. Soc. 78, 3508 [1951]. 
19 G. Hillmann, Z. Naturforsch. 1, 682 [1946]. 
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Cbho-Glycyl-u-histidyl-L-glutaminsaure-diaithylester: 2,16 g Cbo- 
Glycyl-u-histidin-hydrazid wurden in das Azid iibergefiihrt und mit L-Glut- 
aminsaéure-diathylester gekuppelt, bereitet aus 2 g t-Glutaminsaure-didthylester- 
hydrochlorid mit gesitt. Kaliumcarbonatlésung. Nach Verdampfen des Lésungs. 
mittels (Chloroform) wurde der Riickstand mit Ather versetzt und nach Stehen- 
lassen im Kihlschrank abfiltriert. Umkristallisiert wurde aus 120 ml Wasser. 


Cbho-Glycyl-t-histidyl-Lt-glutaminsaure: 1,86g Cbo-Tripeptid- 
ester wurden in 4 ml Dioxan gelést und 3,6 mi 2n NaOH zugegeben. Nach 1 Stde, 
bei Zimmertemperatur gab man 7,2 ml 1n HCl zu und dampfte im Vak. zur Trockne 
ein. Der feste Riickstand wurde mit siedendem absol. Athanol in 3 Portionen von 
50 ml extrahiert. Beim Eindampfen der Lésung fiel das Verseifungsprodukt aus. 
Es wurde in 300 ml siedendem Methanol gelist, bis zur beginnenden Kristallisation 
eingeengt und im Tiefkiihlschrank belassen. 


Glycyl-t-histidyl-L-glutaminsaure: 900 mg Cbo-Tripeptid wurden 
in 30 ml Methanol, 10 m/l Wasser und 0,3 mi Eisessig gelést und wie iiblich 4 Stdn. 
mit Wasserstoff behandelt. Aufgearbeitet wie iiblich. Umkristallisiert wurde durch 
Lésen in 3 ml Wasser und Zusatz von Alkohol bis zur beginnenden Triibung. Das 
Produkt fallt leicht als Ol aus, kristallisiert aber bei langsamem Abkiihlen in Nadeln 
aus. Auch zunachst anfallendes 01 kristallisiert nach einigem Stehenlassen. 


Cbo-u-Serinhydrazid®: 3,2 g L-Serin werden mit Methanol/Salzsaure ver- 
estert, mit 5g Cbo-Chlorid umgesetzt. Der dlige Cbo-1-Serin-methylester wird 
in 50 ml absol. Athanol gelést und 1,5 m/ 100proz. Hydrazinhydrat zugesetzt. 
3,2 g Hydrazid vom Schmp. 178—180°. 

Cbo-u-Seryl-u-histidyl-L-leucin-methylester: 500 mg Cbo-L-Serin- 
hydrazid wurden in das Azid?® iibergefiihrt und in Chloroform gelést. Man ver- 
einigte mit einer Lésung von 720mg L-Histidyl-ut-leucin-methylester- 
dihydrochlorid! in 20 ml Chloroform und 0,6 m/ Triéthylamin. Nach 48 Stdn. 
wurde mit 5 ml Wasser ausgeschiittelt und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach 
Verdampfen des Lésungsmittels blieb ein dliger Riickstand, der bei Behandeln mit 
Ather fest wird. Beim Umkristallisieren aus Wasser fallt leicht ein Ol an, das beim 
Stehenlassen kristallisiert. 


Cbho-t-Seryl-u-histidyl-Lt-leucin: 2 g Cbo-L-Serinhydrazid wurden 
in das Azid iibergefiihrt und in 15 mi Essigester gelést. 1 g L- Histidyl-L-leucin’ 
wurde in 25 ml Wasser und 1 ml Triathylamin gelést und beide Lésungen vereinigt. 
Man riihrte intensiv 48 Stdn. bei 4°. Dabei schied sich nach einiger Zeit Gallerte aus. 
Nach dem Ende der Reaktion gab man einige Tropfen Triathylamin zu, wodurch 
sich die Phasen sofort trennten und die abgeschiedene Gallerte in Lésung ging. 
Man schiittelte die waBr. Phase noch zweimal mit 10 m/ Essigester aus, filtrierte, 
engte im Vak. auf etwa 10 mi ein und brachte mit In HCl auf pq6,5. Dabei fiel 
ein Ol aus, das nach Stehenlassen im Kiihlschrank fest wurde. Aus der Mutterlauge 
lieB sich nach Einengen noch eine zweite Fraktion gewinnen. Umkristallisiert wurde 
aus Wasser (2 ml/100 mg). Das Produkt fallt leicht als Ol an, das im Kihlschrank 
bald kristallisiert. 

Aus der Mutterlauge 148t sich mit Alkohol das nicht umgesetzte L-Histidyl- 
L-leucin zum Teil wiedergewinnen. Man kann es auch mit Quecksilber(II)-chlorid 
fallen. 

Aus der Essigesterphase kann man das Zersetzungsprodukt des Cbho-u-Serin- 
azids, das 4-Cbo-Aminooxazolidon, erhalten (Schmp. 169—170°). 


L-Seryl-t-histidyl-t-leucin™: 800mg. Cbho-L-Seryl-u-histidyl-L- 
leucin wurden in 80 ml fliissigem Ammoniak mit 250 mg Na behandelt. Nach dem 
Ende der Reaktion gab man ~ 8 g Dowex-50-Ionen-Austauscher, 200—400 mesh, 
in der Ammoniumform”® hinzu und verdampfte das Ammoniak. Man lieB den 
Riickstand im Exsikkator iiber Schwefelsiure, bis der Ammoniakgeruch ver- 


20 J. M.Swan u. V. du Vigneaud, J. Amer. chem. Soc. 76, 3110 [1954]. 
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schwunden war, und wusch den Austauscher sorgfaltig mit 45 ml Wasser. Die 
braune Lésung wurde mit Kohle geklart, auf ein kleines Volumen eingedampft 
und mit Essigsiure auf pq6,0 gebracht. Das Peptid wurde mit Athanol-Aceton 
gefallt und noch zweimal umgefallt. Man erhielt ein leicht braun gefarbtes Produkt, 
das im Papierchromatogramm noch schwache Verunreinigungen erkennen lieB. 


L-Seryl-t-histidyl-Lt-leucin-dihydrochlorid: 200 mg Cbo-Tripeptid 
wurden in 6 ml 12n HCl gelést und 70 Min. bei 37° gehalten. Nach kurzer Zeit triibt 
sich die Lésung unter Abscheidung von Benzylchlorid. Man dampft die Reaktions- 
lésung unter Vorlage eines Aceton/Kohlenséurebades bei 20° Badtemperatur im 
Olpumpenvakuum ein. Der Riickstand wurde in Athanol gelést und mit Ather 
gefallt. Durch mehrmaliges Umfallen aus Athanol/Ather erhielt man ein chromato- 
graphisch einheitliches hygroskopisches Produkt, das keinen scharfen Schmelzpunkt 
besitzt. 


C,;H.;N;0; - 2 HCl (428,3) Ber. N 16,34 Gef. N 16,08 


Cbo-pu-Seryl-u-histidyl-L-leucinamid: 2 g Cbo-pt-Serinhydrazid 
wurden diazotiert und das Azid in Chloroform gelést. Man bereitete sich eine Lésung 
von L-Histidyl-t-leucinamid, indem man 3,2 g des Dihydrobromids in Di- 
methylformamid léste und 2,2 ml Triéthylamin zusetzte. Das ausgefallene Tri- 
athylaminhydrobromid wurde abfiltriert und die erhaltene Lésung in der Kalte 
mit dem Azid vereinigt. Man lieB die Reaktionsmischung iiber Nacht im Kiihl- 
schrank, danach noch einen Tag bei Zimmertemperatur. Das Lésungsmittel wurde 
verdampft und der Riickstand in Wasser gelést. Nach Stehenlassen iiber Nacht 
ist alles zu einer Gallerte erstarrt, die abgetrennt wurde. Es wurde aus Wasser um- 
kristallisiert. Das Produkt fallt aber zunachst immer als 0] an, das dann fest wird. 
Es ist amorph. 


O-Acetyl-pL-seryl-L-histidyl-L-leucinamid-dihydrobromid: 1,25 g 
Cbho-Tripeptidamid wurden in 10 m/ 2n HBr/Eisessig gelést und 70 Min. bei 
Zimmertemperatur belassen. Man fallte mit absol. Ather, zentrifugierte ab und 
wusch mit Ather nach. 


Cbho-t-Glutaminyl-u-histidyl-L-leucin-methylester: 700mg Cbo- 
L-Glutamin*® wurden in 10 m/ Dioxan + 10 ml Tetrahydrofuran gelést, auf —5° 
gekiihlt und 0,35 mi Triaithylamin zugegeben, danach 0,25 ml Chlorameisensaure- 
athylester. Man lieB 15 Min. reagieren und gab in die Lésung, die durch ausgefallenes 
Triathylaminhydrochlorid getriibt ist, eine Lésung von 720 mg L-Histidyl-u- 
leucin-methylester in 2 ml Wasser und 0,40 ml Triithylamin. Man lieB die 
Reaktionsmischung langsam auf Zimmertemperatur kommen undriihrte noch 3 Stdn. 
Danach wurde im Vak. eingedampft, der Riickstand in Chloroform gelést und mit 
gesattigter Hydrogencarbonat-Lésung und Wasser gewaschen. Dabei fallt das 
Reaktionsprodukt als Gallerte aus. Den Rest fallt man aus der getrockneten 
Chloroformlésung mit Ather. Die Verbindung fallt bei allen Versuchen zur Um- 
kristallisation gallertig an und konnte nicht zur Kristallisation gebracht werden. 
Sie ist schwer léslich in Wasser, Athanol, Chloroform, Dioxan, Tetrahydrofuran, 
léslich in Dimethylformamid und Essigsiure. 250 ml Essigester lésen etwa 200 mg. 


Cbo-L-Glutaminhydrazid™: 8g Cbho-L-Glutamin®! wurden mit Di- 
azomethan in den Cbo-L-Glutamin-methylester (Schmp. 138—139°) iiberge- 
fiihrt, danach nach 1.c.° durch Behandeln mit Hydrazinhydrat bei 0° in das 
Cbho-t-Glutaminhydrazid, das durch Umfallen aus Dimethylformamid mit 
Wasser gereinigt wurde. Schmp. 176—178°. 


C,3H,.N,0,: H,O (312,3) Ber. N 17,94 Gef. N 17,92 
21 R. A. Boissonnas, St. Guttmann, P.-A. Jaquenoud u. J.-P. Waller, 
Helv. chim. Acta 88, 1491 [1955]. 
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Cbo-ut-Glutaminyl-u-histidyl-t-leucin: 936mg Cbo-L-Glutamin.- 
hydrazid wurden in 12 ml 0,5n HCl gelést, unter Schiitteln 210 mg Natriumnitrit 
in 1,5 ml Wasser im Eisbad zugetropft und die Reaktionsmischung 10 Min. im 
Eisbad belassen. Das ausgefallene Azid wurde abfiltriert, mit 5 ml 5proz. Hydrogen- 
carbonat-Lésung, danach mit 5 ml Wasser gewaschen und in 40 ml Essigester 
gelést. Alle Prozeduren miissen in der Kalte durchgefiihrt werden. 

270 mg L-Histidyl-L-leucin’ wurden in 10 ml Wasser durch Zugabe von 
0,3 ml Triéthylamin in Lésung gebracht, mit der Azidlésung vereinigt und 48 Stdn. 
bei 4° stark geriihrt. Nach Ende der Reaktion filtrierte man, trennte die waBr. 
Phase ab und schiittelte noch zweimal mit 10 m/ Essigester aus. Nach Zugabe von 
1,5 ml 1n HCl wurde im Vak. auf 3—5 ml eingeengt und die Lésung im Kiihlschrank 
belassen. Das zunachst als Gallerte anfallende Reaktionsprodukt kristallisierte nach 
einigen Tagen und wurde abfiltriert, mit 5 m/ Wasser gewaschen und getrocknet. 


Cbo-L-Glutamin-p-nitrophenylester™: 5,6g Cbo-ut-Glutamin in 
40 ml Dimethylformamid wurden mit 3,20 g p-Nitrophenol versetzt und auf 0° 
gekiihlt. Man gab 4,4 g Dicyclohexylcarbodiimid hinzu und lieB 1 Stde. im Eisbad, 
danach noch 2 Stdn. bei Zimmertemperatur stehen. Man filtrierte den ausgefallenen 
Harnstoff ab, fallte das Reaktionsprodukt mit Wasser und kristallisierte dreimal 
aus Athanol um. Schmp. 155—156°. 


Cbho-t-Glutaminyl-u-histidyl-t-leucinamid: 4,3g L-Histidyl-- 
leucinamid-dihydrobromid?! wurden in 25 mi Dimethylformamid gelést und 
4g Cho-t-Glutamin-p-nitrophenylester zugegeben. Danach tropfte man 
3,5 ml Triéthylamin in die Lésung. Es kam zur Selbsterwirmung und bald zur 
Ausfallung von Triéthylaminhydrobromid. Nach Stehenlassen tiber Nacht wurde 
filtriert und das Filter mit 5 ml Dimethylformamid gewaschen. Man verdampft 
das Dimethylformamid i im Rotationsverdampfer bei 50° Badtemperatur. Der dlige 
Riickstand wurde in 80 mi Athanol gelést und stehen gelassen. Nach kurzer Zeit 
begann Ausscheidung von Gallerte, die standig zunahm, bis alles zu einer festen 
Masse erstarrte. Die Masse wurde abgesaugt, mit Athanol, danach mit Ather ge- 
waschen und getrocknet. Das Produkt ist schwerléslich in Chloroform, Athanol, 
Essigester, léslich in Dimethylformamid. Man kann es umkristallisieren aus sieden- 
dem Alkohol, erhaélt aber immer ein gallertiges, amorphes Produkt, auch durch 
Fallen aus Dimethylformamid mit Wasser wurden nur amorphe Produkte erhalten. 


L-Glutaminyl-L-histidyl-L-leucinamid- dihydrobromid: 3,8 g Cbo- 
Verbindung wurden in 40 ml 2n HBr/Eisessig gelést und 14 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur belassen. Man fallte mit absol. Ather, zentrifugierte al wusch zweimal 
mit absol. Ather. Das weiBe, hygroskopische Pulver wurde zweimal aus Athanol 
unkristallisiert. Fir die Kupplung mit einer weiteren Aminoséure kann es als 
Rohprodukt eingesetzt werden. Ausb. an Rohprodukt: 3,6 g (~ 90% d. Th.). 


Cbho-t-Histidyl-glycyl-glycin-athylester“: Cbo-u-histidinazid, 
bereitet aus 1,82 g Cbho-u-histidinhydrazid, wurden mit Glycyl-glycin- 
athylester, hergestellt aus 1,3 g des Hydrochlorids mit Hilfe von Triaithylamin, 
in Chloroform gekuppelt und 2,3 g Reaktionsprodukt erhalten. 


L-Histidyl-glycyl-glycin: 870mg Cbo-Tripeptidester léste man in 

15 ml konz. Salzséure und erwarmte 1 Stde. auf 37°. Die Lésung triibte sich nach 

kurzer Zeit unter Bildung von Benzylchlorid. Man verdampft nach Ende der 
Reaktion bei 20° Badtemperatur im Olpumpenvakuum mit tiefgekiihlter Vorlage 
(Aceton/CO,). Den Riickstand liste man in wenig Wasser und verdampfte zur 
Trockne. Zur Entfernung der Salzsiure léste man in Wasser und gab bis zur 
Neutralisation Diaithylamin hinzu. Man verdampfte wieder zur Trockne und ex- 
trahierte das gebildete Diaithylaminhydrochlorid mit siedendem Alkohol. Der so 
erhaltene Riickstand ist in Wasser ziemlich schwer léslich, kann aber aus heiBem 
Wasser umkristallisiert werden. Die Verbindung enthielt noch etwas HCl (2°). 
daher die etwas zu niedrige Stickstoffanalyse. 
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Glycyl-glycin-athylester-hydrochlorid™: 
a) Diketopiperazin: 28 g Glycinathylester-hydrochlorid wurden in 
20 ml Wasser gelést und 28 m/ Triathylamin zugesetzt. Man belieB 5 Tage bei 
Zimmertemperatur, wahrenddessen das Diketopiperazin auskristallisierte. Man 
filtrierte ab und wusch sorgfaltig mit kaltem Wasser. Ausb. 5,6 g (~ 53% d. Th.). 
Das Produkt kann ohne weitere Reinigung weiterverarbeitet werden. 
C,H,N,O, (114,1) Ber. N 24,55 Gef. N 24,35 


b) Glycyl-glycin-hydrochlorid - H,O: 22 g Diketopiperazin wurden 
in 120 ml konz. Salzsiure genau 90 Sek. zum Sieden erhitzt, darauf sofort im Eisbad 
gekiithlt. Nach 1 Stde. wurde die erste Fraktion abgesaugt. Die Mutterlauge wurde 
nochmals 60 Sek. gekocht und wie zuerst verfahren. Beide Fraktionen wurden in 
~ 50 ml Wasser gelést und in der Warme mit Athanol gefallt. Das Produkt 
kristallisiert in sch6nen Nadeln. Ausb. 21 g. 


c) Glycyl-glycin-athylester-hydrochlorid: 16 g Glycyl-glycin- 
hydrochlorid wurden in 240 ml absol. Athanol, das 25 g HCl enthielt, 10 Min. 
auf dem Wasserbad zum Sieden erhitzt. Danach wurde sofort im Eisbad gekiihlt 
und 2 Stdn. im Kisbad geriihrt, Kristalle abfiltriert und mit Athanol gewaschen. 
In das Filtrat gab man nochmals 14 g Glycyl-glycin-hydrochlorid und wiederholte 
die beschriebene Prozedur. Insgesamt wurden 28 g Rohprodukt isoliert, das man 
aus Athanol umkristallisierte. Schmp. 182—183°. 


N-Cbo-S-Benzyl-t-cysteinyl-glycyl-glycinhydrazid'*: 36g N- 
Cbho-S-Benzyl-u-cystein!? wurden nach der Mixed-Anhydrid-Methode!® mit 
1,2 g Glycyl-glycin-athylester-hydrochlorid gekuppelt und 4,2 g des Esters erhalten, 
der mit 1,7 ml 100proz. Hydrazinhydrat in : Hydrazid iibergefiihrt wurde. 
Umkristallisiert wurde aus verd. Athanol. Schmp. 165—166° (Lit.1®: 164°). Ausb. 
3,00 g, ~ 75% d. Th. 

N-Cbho-S-Benzyl-u-cysteinyl-glycyl-glycyl-L-histidin-methyl- 
ester: 2,5 g N-Cbo-S-Benzyl-t-cysteinyl-glycyl-glycinhydrazid wurden 
in 30 ml 50proz. Essigsiure und 2,5 mi konz. Salzsiure gelést, auf 0° gekiihlt und 
5 ml einer 10proz. Natriumnitrit-Losung zugesetzt. Das Azid wird in 100 ml Chloro- 
form gelést, mit Hydrogencarbonat-Lésung gewaschen und die Lésung iiber 
Na,SO, getrocknet. 


2,5 g L-Histidin-methylester-dihydrochlorid wurden fein pulverisiert 
und mit Chloroform/Ammoniak die freie Base hergestellt. Die Lésungen des Azids 
und der Aminosiure wurden vereinigt und iiber Nacht im Kihlschrank belassen. 
Dabei kam es zur Ausscheidung von Gallerte. Man dampfte die Reaktionslésung 
ein und kristallisierte den Riickstand mehrmals aus Athanol um. Ausb. 45°% d. Th. 


Zusammenfassung 


Unter Verwendung der Carbobenzoxy-Azid-Methode, der Mixed- 
Anhydrid-Methode sowie mit Hilfe von aktiven Estern wurden Tri- 
peptide synthetisiert, die Histidin aminoendstiindig oder mittelstindig 
und daneben Glycin, Leucin, Serin, Glutaminsiure und Glutamin ent- 
halten. 


Die Schutzgruppen wurden nach den gebriuchlichen Verfahren oder 
auch mit konz. Salzsiure abgespalten. 


Die Synthese eines geschiitzten Tetrapeptides mit Histidin als 
carboxylendstindiger Aminosiure wird ebenfalls beschrieben. 
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Summary 


Tripeptides, containing N-terminal or centrally placed histidine with 
glycine, leucine, serine, glutamic acid and glutamine, have been synthe. 
sised by means of the carbobenzoxy-azide method, the mixed anhydride 
method or by the use of active esters. 


Protective groups were removed by the usual methods or with cone. 
HCl. 

Synthesis of a protected tetrapeptide with histidine as the carboxy] 
end amino acid is also described. 


Dr. Friedhelm Schneider, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitit, 
Tiibingen, GmelinstraBe 8. 
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Blutzucker- und Blutalkoholspiegel bei weifen Ratten 
nach Alkoholbelastung und toxischer Leberschadigung, I 
Der Blutzuckerspiegel 


Von 
K. Lange unter technischer Mitarbeit von S. Kiihne 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Rostock*, Komm. Direktor: Dozent 
Dr. N. Hartmann, z.Zt. Direktor des Physiologisch-Chemischen Instituts Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. April 1960) 


Allgemein gilt die Auffassung, daB der Athylalkohol in der Leber 
zunichst zu Acetaldehyd und dort gréBtenteils weiter zu Acetat oxy- 
diert wird!. Das dem Acetatpool zuflieBende Acetat wird vor allem 
extrahepatisch zu CO, und Wasser oxydiert oder steht fiir die Fett- 
synthese und zur Acetylierung kérperfremder Substanzen bereit. Ka- 
nitz? fand an weiBen Ratten eine Stunde nach intraperitonealer Gabe 
von steigenden Mengen Athylalkohol bis 0,5 g/kg Kérpergewicht eine 
laufende Abnahme des Leberglykogen-Gehaltes parallel der zugefiihr- 
ten Alkoholmenge. Gaben von 1 g bzw. 2 g/kg hatten eine geringere Ab- 
nahme des Leberglykogens zur Folge. Nach 3 Stdn. wurde bei Gabe von 
0,5 g Alkohol/kg ein Glykogenwert in der Leber gefunden, der héher war 
als der bei den Kontrolltieren nach einer Stunde. Hieraus wurde gefol- 
gert, daB ein Teil des zugefiihrten Alkohols in der Leber zu Glykogen 
aufgebaut worden sei. Der Blutzucker stieg bei den héheren Alkohol- 
injektionen ungefahr parallel zur zugefiihrten Menge an. 

Bei der Untersuchung des Stoffwechsels geschidigter Gewebe fan- 
den Frunder und Mitarbeiter*® an weiBen Mausen nach intraperitonealer 
Gabe von CCl, einen erniedrigten Quotienten fiir Leberglucose/Plasma- 
glucose. Es wird angenommen, daB dieser Quotient nicht nur parallel 
zum Grad der Leberschidigung absinkt, sondern auch von der Neben- 
nierenrindenaktivierung beeinfluBt wird. AuBerdem konnte ein Ab- 
sinken bzw. nach mehrmaliger CCl,-Injektion ein Anstieg des Blut- 
zuckers und ein Absinken des Leberglykogens beobachtet werden* 4; 
zugleich wurde eine Erhéhung der Glycolyserate 2 Stdn. nach CCl,-Gabe 
beobachtet. 


* Das Institut steht seit dem 1. 9. 1959 unter der Leitung von Herrn Prof. 
Dr. D. Micke. 

1 B. Flaschentrager u. E.Lehnartz, Physiologische Chemie, Bd. ILa, 
Springer-Verlag, Heidelberg 1956. 

2H. R. Kanitz, Vitalstoffe 2, 41 [1956]. 

3 H. Bornig, K.Stade, H. Frunder u. G. Richter, diese Z. 310, 232 
[1958]. 

4H. Frunder, W. Fischer u. H. Bérnig, diese Z. 306, 112 [1956]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 321 4 
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Die erwihnten Untersuchungen wurden teilweise nach Tétung der 
Tiere durchgefiihrt und erfassen somit nur die Kohlenhydrat-Situation 
zu einem Zeitpunkt. Um ein kontinuierliches Bild von der Blutzucker- 
bewegung zu erhalten, ist in der vorliegenden Arbeit der EinfluB von 
Tetrachlorkohlenstoff und Alkohol auf den Blutzuckerspiegel von weiBen 
Ratten fortlaufend innerhalb einer Zeitspanne bis zu 10 Stdn. unter- 
sucht worden. Gleichzeitig sollte nach den Einfliissen gefahndet werden, 
die diese Kohlenhydratverschiebungen hervorrufen. Der Blutzucker 
wurde nach subcutaner Injektion bzw. Applikation per os von CCl, und 
25proz. Alkohol und zur Kontrolle nach Belastung mit Wasser bestimmt. 


Methodik 


Versuchstiere. waren weiBe Ratten von 150—200 g Gewicht. Die in Einzel- 
kafigen gehaltenen Tiere wurden vor Versuchsbeginn durchschnittlich 10—12 Wo- 
chen mit Wasser und einer Standardkost nach Lembeck® ernaéhrt und erhielten 
taglich einen Futterkeks von etwa 13 g Gewicht, bestehend aus 30% Weizenschrot, 
35% Weizenmehl, 5% Trockenhefe, 7,5°% Fischmehl, 7,5% Fleischmehl, 10%, 
Trockenmagermilch, 2% Lebertran, 1% Tritisanol* und 2% Salzmischung nach 
Parkes®. Das letzte Futter wurde jeweils 24 Stdn. vor Versuchsbeginn gegeben. 

Zur Glucosebestimmung wurde Blut aus der mit Wasser erwirmten Schwanz- 
spitze nach Abschneiden der Schwanzkuppe entnommen. Die Glucose wurde nach 
Frank und Kirberger’ bestimmt. Die subcutanen Injektionen wurden unter 
die Riickenhaut nach Abheben einer Hautfalte gegeben. Die orale Gabe konnte 
mit Hilfe eines durchbohrten Holzstabes und einer markierten Magensonde ohne 
Narkose appliziert werden. Der Alkohol wurde in 25proz. Lésung, CCl, unver- 
diinnt gegeben. 

Zunachst wurde jedem Tier zur Bestimmung der Niichternglucose Blut ent- 
nommen und unmittelbar danach die subcutane oder orale Applikation durchgefiihrt. 
Die weiteren Blutentnahmen erfolgten dann zu den festgesetzten Zeiten. 
Einteilung der Versuchstiere 

Gruppe 1 erhielt 1 g Alkohol/kg per os 

Gruppe 2 erhielt 2 g Alkohol/kg per os 

Gruppe 3 erhielt 4g Alkohol/kg per os 

Gruppe 4 unbehandelte Kontrolltiere 

Gruppe 5 erhielt 1 ml Wasser/kg per os 

Gruppe 6 erhielt 2 m/ Wasser/kg subcutan + 1 g Alkohol/kg 75 Min. spater 

Gruppe 7 erhielt 4 ml CCl,/kg + 1 g Alkohol/kg (beides per os) 

Gruppe 8 erhielt 4 m/ CCl,/kg per os 

Gruppe 9 erhielt 4 m/ CCl,/kg subcutan 

iia 10 erhielt 2 mi CCl, /ke subcutan 


Ergebnisse 

In Abb. 1—4 sind die Mittelwerte der Blutzuckerbestimmungen 
fiir die einzelnen Gruppen mit Fehlerbreite (einseitig positiv aufgetragen) 
und die Anzahl n der Versuche (in Klammern) angegeben. Der Kurven- 
verlauf stellt die Absolutwerte in mg° vor Versuchsbeginn und nach 
der Belastung der Versuchstiere mit der entsprechenden Dosis dar. Zur 
Bestimmung der Signifikanz wurde der ¢-Test nach Student angewandt. 

* Tritisanol ist ein Vitamin-Pflanzenél der Firma Pharmasan KG, Halle/Saale. 

5 F. Lembeck, Arzneimittel-Forsch. 3, 50 [1953]. 


6 A.S. J. Parkes, Hygiene 44, 492 [1948]. 
7H. Franck u. E. Kirberger, Biochem. Z. 320, 359 [1950]. 
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I. Verabreichung von Alkohol 


Nach oraler Alkoholgabe kommt es bei den Tieren der Versuchs- 
gruppen 1, 2 und 3 in der ersten halben Stunde immer zu einem leichten 
Anstieg der Blutglucose-Konzentration. Diesem initialen Anstieg folgt 
ein bis zur Ausgangslage zunichst starker, dann schwicherer kontinu- 
ierlicher Abfall (s. Abb. 1). Zu einem Zeitpunkt schlieBlich, in dem der 
Alkohol nahezu vollstindig umgesetzt ist®, macht sich wieder eine Er- 
héhung der Glucose-Konzentration bemerkbar, die bei Gruppe 3 nach 
etwa 10 Stdn. iiber den Ausgangswert hinausreicht. Bei einigen Tieren 
der Gruppe 3 trat ungefihr 1 Stde. nach Alkoholgabe ein komaahnlicher 
Zustand ein. Bei diesen Tieren war der Blutzuckeranstieg von der 6. 
bis zur 11. Stde. besonders hoch. 
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Abb. 1 (oben). Anderung der Blutglucose-Konzentration nach oraler Alkoholgabe 

in Abhangigkeit von der Zeit. Die Dosierung betrug bei Gruppe 1: 1 g/kg, bei 

Gruppe 2: 2 g/kg und bei Gruppe 3: 4 g/kg Kérpergewicht (Zahl der Versuche, 

wenn nicht anders angegeben, immer = 8). Die Fehlerbreite ist, wie auch bei 

den folgenden Abbildungen, der Ubersichtlichkeit halber nur nach oben durch 
gleiche MeBpunkte eingetragen. 


Abb. 2 (unten). Anderung des Blutzuckerspiegels in Abhangigkeit von der Zeit. 

Gruppe 4: unbelastete Kontrolltiere, Gruppe 5 erhielt 1 ml Wasser/kg mit Magen- 

sonde, Gruppe 6 erhielt 2 ml Wasser subcutan und 75 Min. spater 1 g Alkohol/kg 
mit Magensonde. 








8 Unverdff. Versuche. 
4* 
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II. Kontrollgruppen 
Bei der unbelasteten Kontrollgruppe 4 ist nach einem leichten an- 
fanglichen Anstieg ein kontinuierliches Absinken der Blutglucose-Kon- 
zentration zu erkennen. Nach oraler Wassergabe kommt es bei Gruppe 5 
zu einem wahrscheinlich durch den niedrigen Niichternwert bedingten 
besonders auffilligen Anstieg der Glucose-Konzentration. Subcutane 
Wasserinjektion bei Gruppe 6 ruft keine merkliche Anderung des Blut- 
zuckerspiegels hervor. Die orale Alkoholgabe 75 Min. nach der Wasser- 
injektion bewirkt keine Erhéhung, sondern nur ein voriibergehendes 
Verhalten der fallenden Tendenz mit nachfolgendem Absinken und 
spiterem Anstieg des Blutzuckerspiegels nach nahezu vollstaéndigem 

Alkoholumsatz wie bei den Gruppen 1, 2 und 3. 


III. Orale Verabreichung von CCl, bzw. CCl,+ Alkohol 

Tetrachlorkohlenstoffgabe allein und zusammen mit Alkohol fiihrt 
bei den Gruppen 7 und 8 zu einer sehr starken Erhéhung der Blutglucose- 
Konzentration mit einem Maximum bei etwa 45 Min. nach der Giftzufuhr 
(s. Abb. 3). Die Ausgangswerte sind nach 5 Stdn. wieder erreicht, auch 
danach sinkt die Kurve schnell weiter und erreicht bei Gruppe 8 nach 
9 Stdn. einen Wert von 50% des Ausgangsniveaus, nachdem der an- 
fingliche Anstieg bei Gruppe 7 und 8 70% bzw. 50% des Niichtern- 
wertes betrug. Bei Gruppe 7 ist ein stufenweises Absinken der Blut- 
glucose zu vermerken. 
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Einige Tiere der Gruppen 7 und 8 gerieten ungefihr eine Stunde 
nach Versuchsbeginn in einen komaihnlichen Zustand, aus dem sie sich 
nach zwei weiteren Stunden wieder erholt hatten. Zusammen mit dem 
starken Blutzuckerabfall verschlechterte sich von der fiinften Stunde 
an der Allgemeinzustand der Versuchstiere; dieses machte sich an der 
zunehmenden Trigheit, Stumpfheit und Abkiihlung der Kérperober- 
fliche bemerkbar. 

Die Tiere der Gruppen 7 und 8 iiberlebten den Versuch selten linger 
als 1 bis 2 Tage. Die Tiere, die gegen Versuchsende eine héhere Blut- 
glucose-Konzentration hatten, iiberlebten 1 bis 2 Tage linger als die- 
jenigen, bei denen ein schnelleres und tieferes Absinken eintrat. Die 
Reaktion auf die CCl,-Gabe war von Tier zu Tier verschieden stark und 
schnell ausgepragt. Im Prinzip ist jedoch iiberall die gleiche Grund- 
tendenz des Verhaltens der Blutglucose-Konzentration zu beobachten 
gewesen, wie sie in den Mittelwerten zum Ausdruck kommt. 


IV. Subcutane Gabe von CCl, 


Nach subcutaner Gabe von CCl, steigt die Blutglucose-Konzentra- 
tion anfangs nur leicht an. Nach 90 Min. ist der Niichternwert wieder 
erreicht und der weitere Abfall nicht sehr stark ausgepriigt (s. Abb. 4). 
Bei den Tieren der Gruppe 10 beginnt dann von der fiinften Stunde an 
die Kurve zu steigen und kehrt in der neunten Stunde zu normalen 
Werten zuriick. Die Tiere der Gruppe 9 erhielten die doppelte Menge 
CCl,, hier tritt die endgiiltige Normalisierung des Blutzuckerspiegels 
erst spater ein. 

Die subcutan injizierten Tiere iiberlebten alle die Giftzufiihrung, 
obwohl oral schon die halbe CCl,-Menge letal wirkte, wie in Nebenver- 
suchen festgestellt wurde. 
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Abb. 4. Anderung des Blutzuckerspiegels nach subcutaner CCl,-Gabe in Abhangig- 
keit von der Zeit. Die Dosierung betrug bei Gruppe 9: 4 ml/kg und bei Gruppe 10: 
2 ml/kg K6rpergewicht. 
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Besprechung der Ergebnisse 


Die Glucoseerhéhung bei allen Gruppen nach Versuchsbeginn laft 
zunichst eine durch psychische Alteration und Hormonausschiittung 
ausgeléste Reaktion vermuten. AusmaB und Art der Anderungen fiih- 
ren jedoch im weiteren Versuchsverlauf zu signifikanten Differenzen. 
Die Alkoholgabe von 2 und von 4 g/kg liBt im weiteren Versuchsverlauf 
eine andersartige Blutzuckerbewegung erkennen als bei der Kontroll- 
gruppe 4; nach 10 Stdn. und deutlicher nach 11 Stdn. treten hier signifi- 
kante Unterschiede auf (¢ = 2,46). Der am Anfang einsetzende Blut- 
zuckeranstieg kann entweder auf einer StreBsituation beruhen oder schon 
als Regulationsmechanismus angesehen werden. Fiir die Detoxikation 
des Alkohols hat er in beiden Fiillen die gleiche Bedeutung, die auf der 
Erhéhung der infra- und vor allem extrahepatischen Glykolyserate be- 
ruht. Bei erhéhter Glykolyserate steht durch vermehrte Pyruvatbildung 
ein neuer Wasserstoffacceptor zur Verfiigung, der den vom DPN® ab- 
hingigen® Alkoholumsatz beschleunigt!° 1!. Anhiufung von Acetaldehyd 
nach Alkoholgabe?® kann durch einen Verlust von Oxalessigsiure, die 
auch als Wasserstoffacceptor dient und damit Acetatanhiufung bewirkt, 
hervorgerufen werden. 

Immer wird es bei Alkoholgabe zu einer erhéhten Milchsiurebildung 
kommen, die nach Alkoholentgiftung wieder zu Glucose aufgebaut wer- 
den kann und so, wie beobachtet (s. 0.), zu einem erneuten Anstieg des 
Blutzuckers mit méglicher Riickwirkung auf das Leberglykogen fiihren 
konnte. 

Bei der Kontrollgruppe 5 folgt dem bei Einfiihrung der Magen- 
sonde durch Erregung der Tiere ausgelésten Blutzuckeranstieg keine 
Uberlagerung durch vermehrte Glykolyse, und das Ausgangsniveau 
wird erst langsam wieder erreicht ; die geringe Alkoholmenge bei Gruppe 1 
hat einen ahnlichen Effekt. 

Aus dem sinkenden Kurvenverlauf der Kontrollgruppe 6 ist zu er- 
kennen, daB der Alkohol eine vermehrte Glykolyse auslésen muB. Die 
Ahnlichkeit des dann folgenden relativ schnellen Zuckeranstiegs mit 
Gruppe 1 ist offensichtlich; in beiden Fallen wird eine gréBere Kohlen- 
hydratverschiebung ausgelést, als zur Beseitigung der geringen Alkohol- 
menge notwendig ist. 

Orale CCl,-Gabe bei den Gruppen 7 und 8 bewirkt stark ausgepragte 
Anderungen der Blutglucose-Konzentrationen. (Parallelversuche mit 
der halben Giftmenge — 2 m/ CCl,/kg — ergaben nicht so hohe Blut- 
glucoseinderungen.) Ein Vergleich mit den Gruppen 1, 2, 3, 4 und 5 zeigt 
nach 1 Stde. (¢ = 2,84; 4,06; 3,16; 4,49; 2,49; 3,62; 2,23; 3,70; 3,10; 


* J.J. Vitale, D. M.Hegsted, M.McGrath,E. Grable u.N. Zamachek, 


J. biol. Chemistry 210, 753 [1954]. 
10 M.E.Smith u. H.W. Newman, J. biol. Chemistry 284, 1544 [1959]. 
11 W. W. Westerfield, E.Strotz u. R. L. Berg, J. biol. Chemistry 144, 


657 [1942]. 
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4,56) auBerdem mit Gruppe 3 nach 6Stdn. (¢ = 3,51), nach 7 Stdn. 
(t = 4,26) und nach 9Stdn. (¢ = 6,01) statistisch gesicherte Unter- 
schiede. 

Das stufenweise Absinken der Glucose bei Gruppe 7 kann als Zwi- 
schenregulationsversuch gedeutet werden. Der mit CCl, zusammen ge- 
gebene Alkohol bei Gruppe 7 la8t unter den gewihlten Versuchsbedin- 
gungen keinen wesentlichen EinfluB auf die Blutzuckerbewegung er- 
kennen. 


Auch nach subcutaner CCl,-Injektion ist die Blutzuckerbewegung 
von der Giftmenge abhingig. Bei Gruppe 10 werden nach 9% Stdn. 
schon wieder normale Werte gefunden, wihrend bei Gruppe 9 (doppelte 
Giftmenge) zur gleichen Zeit die Restitution noch nicht stattgefunden 
hat und erst durch erweiterte Versuche zu kliren wire. Hier sind beim 
Vergleich mit Gruppe 3 nach 7 Stdn. noch signifikante Unterschiede 
(t = 2,22) zu bemerken. Die Normalisierung des Blutzuckerspiegelsnach 
einer durch Giftgabe bewirkten Senkung deutet auf die Beseitigung der 
durch vermehrte Glykolyse angehiuften Milchsiure und somit auf die 
Uberwindung der Giftwirkung hin. Oral wirkt CCl, toxischer als sub- 
cutan, weil die Leber bei oraler CCl,-Zufiihrung via Vena Portae schnell 
und massiv vergiftet wird. Hier scheint der Grad der Leberschidigung 
fiir die Glucoseausschiittung wesentlich zu sein und weniger die Akti- 
vierung der Nebenniere, da subcutane Gaben keine so ausgeprigte Wir- 
kung zeigen. Méglicherweise bewirkt intraperitoneale Zufiihrung von 
CCl, oder Alkohol* ? wegen des starken 6rtlichen Reizes andersartige 
Reaktionen als orale und subcutane Applikation. Nach 45 Min. treten 
zwischen den Gruppen 7 und 8 und den Gruppen 9 und 10 statistisch 
gesicherte Differenzen (¢ = 3,06; 3,12; 3,68 und 4,65) in der Blutglucose- 
Konzentration auf. Die beobachteten Blutzuckerbewegungen scheinen 
charakteristischer Ausdruck einer allgemeinen Abwehrreaktion nach 
Intoxikation des Organismus zu sein, wobei ein erhéhter Stoffwechsel 
als Kompensationsversuch zu werten ist. UberschieBende Normalisie- 
rung des Blutzuckers bedeutet hier Umkehr vermehrter Glykolyse und 
damit Uberwindung der Giftwirkung, weiterer Abfall allmihliches Er- 
liegen aller normalen Stoffwechselfunktionen. 


Zusammenfassung 


In Versuchen an weifen Ratten wurde das Verhalten der Blut- 
glucose-Konzentration nach oraler Gabe von Alkohol und nach oralen 
und subcutanen Gaben von CCl, untersucht. Bei Gaben von Alkohol 
tritt nach voriibergehender, von der Dosis unabhingiger Erhéhung, im 
Stadium des beginnenden Alkoholabfalls im Blut eine Erniedrigung der 
Blutglucose ein. Diese wird nach differenter, von der Dosis abhingiger 
Zeit wieder einreguliert und zeigt die Tendenz, iiber den Anfangswert 
hinaus anzusteigen. 
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Orale CCl,-Dosen wirken toxischer und haben einen gréBeren ini- 
tialen, von der zugefiihrten Giftmenge abhingigen Anstieg der Blut- 
glucose zur Folge als subcutan verabfolgter ‘Tetrachlorkohlenstoff. Hier 
treten irreversible akute Veranderungen ein, wihrend subcutane Gaben 
in Abhangigkeit von der zugefiihrten Giftmenge differente Zeit bis zur 
Stabilisierung benétigen. Die Uberwindung der akuten Intoxikation 
macht sich am Wiederansteigen der erniedrigten Glucose-Konzentration 
zu normalen Werten bemerkbar. 


Summary 


The effect on the blood glucose level of the oral administration of 
alcohol and the oral and subcutaneous administration of CCl, has been 
investigated in white rats. 

Alcohol caused a temporary rise, which was independent of the 
dosage. This was followed by a decrease in the blood glucose at the same 
time as the alcohol level of the blood began to fall. The length of time 
required for readjustment of the glucose level was dependent upon the 
alcohol dosage and there was a tendency for the readjusted concentration 
to be higher than that at the start. 

Orally given, CCl, is more toxic than subcutaneously given carbon 
tetrachloride and causes a greater initial increase (dependent on the 
amount of CCl,) in the blood glucose level; irreversible, acute changes 
take place, whereas subcutaneous doses can be dealt with after varying 
lengths of time, according to their size. 

Recovery from the acute intoxication is marked by the return of 
the lowered glucose concentration to normal. 


Dr. K. Lange, Rostock, Liskowstr. 2. 











Bd. 321 (1960) 57 


Biogenese und Zwischenstoffwechsel 6-substituierter 


Ostrogene beim Menschen 
Von 


H. Breuer, R. Knuppen und Gerta Pangels 


Aus der Chemischen Abteilung der Chirurgischen Universititsklinik und Poliklinik Bonn 
(Direktor: Prof. Dr. A. Giitgemann) 





(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1960) 


Neuere Untersuchungen haben gezeigt, daB der Zwischenstoff- 
wechsel der Ostrogene bei Mensch und Ratte offenbar keine gréBeren 
qualitativen Unterschiede aufweist. So wurde nicht nur Ostriol, das 
bislang als ausschlieBliches Reaktionsprodukt des Menschen galt 
(vgl. 1. ¢.4), sondern auch 2-Methoxy-éstriol bei beiden Spezies isoliert® ’, 
Auf Grund dieser Befunde ergibt sich die Frage, ob die bei der Ratte 
nachgewiesenen 6-substituierten Ostrogene* auch beim Menschen eine 
Rolle spielen. Hinweise fiir das Vorkommen von 6-Hydroxy-éstron im 
Schwangerenurin hatte Marrian® bereits vor einiger Zeit erhalten, doch 
steht die endgiiltige Identifizierung dieser Verbindung noch aus (vgl.1.c.°). 

Zur Untersuchung der Biogenese 6-substituierter Ostrogene erschien 
fotales Lebergewebe besonders geeignet. Nach den Angaben von 
Dieczfalusy’ spielt nimlich der menschliche Fét eine aktive Rolle im 
Zwischenstoffwechsel der Ostrogene wihrend der Schwangerschaft. In 
der Tat beobachteten Engel, Baggett und Halla® nach Inkubation 
von Ostradiol-(178) mit Leberschnitten eines menschlichen Féten die 
Bildung von Ostriol — eine Reaktion, die bisher in Leberschnitten des 
Erwachsenen nicht mit Sicherheit demonstriert werden konnte. Um 
weitere Hinweise iiber die Biogenese und den Zwischenstoffwechsel der 
6-substituierten Ostrogene zu erhalten, wurden aufer fotalen Geweben 
auch Leber und Ovarien des Erwachsenen in die Untersuchungen ein- 
bezogen. 


1 R.I. Dorfman u. F. Ungar, Metabolism of Steroid Hormones, Burgess, 
Minneapolis, Minn., 1953, S. 16. 

2 J. Fishman u. T. F. Gallagher, Arch. Biochem. Biophysics 77, 511 [1958]. 

3 H. Breuer, R. Knuppen u. H.Schriefers, diese Z. 319, 136 [1960]. 

4H. Breuer, L. Nocke u. R. Knuppen, diese Z. 315, 72 [1959]. 

5 G. F. Marrian, Veréff. d. IV. Internat. Kongress f. Biochemie, Wien 1958, 
Bd. IV, S. 218, Pergamon Press, London 1959. 

6 G. F. Marrian u. A. Sneddon, Biochem. J. 74, 430 [1960]. 

7 KE. Diczfalusy, Bull. Soc. roy. belge Gynéc. Obstét. 28, 459 [1958]. 

8 L. L. Engel, B. Baggett u. M. Halla, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 30, 435 [1958]. 
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Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wird, entsteht aus Ostra- 
diol-(178) nach Inkubation mit Schnitten fdtaler Leber 6-Hydroxy- 
dstradiol-(17f). Zu der gleichen Reaktion sind auch Schnitte von Ovarien 
geschlechtsreifer Frauen befihigt. Die Untersuchungen iiber den Zwi- 
schenstoffwechsel ergaben, daB die 6-Hydroxy- und 6-Keto-Derivate 
von Ostradiol-(17f) und Ostron in der Leber des Erwachsenen ineinander 
umwandelbar sind. 


Ergebnisse 


Biogenese von 6-Hydroxy-éstradiol-(17) 


Nach Inkubation von Ostradiol-(17f) mit Leberschnitten mensch- 
licher Féten (14-16 Wochen alt) entstanden zwei phenolische Meta- 
boliten (I und IT), die bei der Papierchromatographie im System Form- 
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Abb. 1. Identifizierung der 3-Methylither von 6-Hydroxy-éstradiol-(176) und 

Ostriol durch Chromatographie an Al,O,. Oben: 2,7 wg der methylierten Substanz 

IIa (1. Frakt.) und 3,0ug der methylierten Substanz IIb (2. Frakt.). Unten: 

10,0 ug 6-Hydroxy-éstradiol-(17 )-3-methylather (1. Frakt.) und 18,0 ug Ostriol- 
3-methylather (2. Frakt.). 


Abb.2. Absorptionskurven bei der Schwefelsiure-Wasser-Reaktion. Oben: 
6-Hydroxy-éstradiol-(17 £)-3-methylather (e) und methylierte Substanz IIa (). 
Unten: Ostradiol-3-methylather (e) und methylierte Substanz IIb (c). Die 
Aufnahme der Spektren erfolgte in 10 mm Quarz-Kiivetten mit einem Beckman- 
Spektralphotometer DU. 
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amid/Monochlorbenzol bzw. Formamid/Chloroform die gleichen Ry- 
Werte wie Ostron (I) und Ostriol (II) aufwiesen. I wurde durch Mikro- 
sublimation isoliert und auf Grund der Schmelzpunktbestimmung 
(Schmp. 255°) als Ostron identifiziert. Substanz II wurde zur weiteren 
Untersuchung mit Dimethylsulfat behandelt und die methylierte Frak- 
tion an einer Al,O,-Siule chromatographiert. Mit 1,4°% Athanol in 
Benzol wurde eine Substanz (II a) eluiert, die bei der Kober-Reaktion 
eine rote Farbe ergab. Nach Elution mit 3,0°% Athanol in Benzol wurde 
eine zweite Substanz (II b) erhalten, bei der es sich ebenfalls um ein 
Kober-Chromogen handelte. Wie aus Abb.1 hervorgeht, entsprach 
das Verhalten von IIa und II b an der Al,O,-Siiule demjenigen der 
3-Methylither von 6-Hydroxy-éstradiol-(178) und Ostriol. Die end- 
giiltige Identifizierung von IL a und II b erfolgte durch Aufnahme der 
Spektren bei der Schwefelsiure-Wasser-Reaktion (Abb. 2). Die Absorp- 
tionskurven waren mit denjenigen der authentischen 3-Methylather von 
6-Hydroxy-éstradiol-(178) und Ostriol identisch. 

Auch nach Inkubation von Ostradiol-(178) mit Schnitten von 
Ovarien geschlechtsreifer Frauen (Alter 383—43 Jahre) wurde die Bildung 
einer ,,Ostriol-Fraktion beobachtet. Nach Methylierung und Chromato- 
graphie an Al,O, konnte jedoch nur eine Substanz nachgewiesen werden, 
die sich bei der Elution wie der 3-Methylither von 6-Hydroxy-éstradiol- 
(178) verhielt und mit der Kober-Reaktion eine rote Farbe ergab. Die 
Absorptionskurve bei der Schwefelsiiure-Wasser-Reaktion zeigte den 
gleichen Verlauf wie diejenige von authentischem 6-Hydroxy-éstradiol- 
(17f)-3-methylather. Die Anwesenheit von Ostriol in den Inkubations- 
extrakten konnte mit Sicherheit ausgeschlossen werden. 


Tab. 1. Biogenese von 6-Hydroxy-éstradiol-(17 8) und Ostriol nach Inkubation von 
Ostradiol-(17 8) mit Gewebeschnitten verschiedener menschlicher Organe. 
200 ug Ostradiol-(17 8) wurden mit 200 mg Gewebeschnitten in 5 ml glucosehaltiger 
(20 mMol/l) Krebs-Phosphatlésung 60 Min. bei 37° inkubiert. Die quantitative 
Bestimmung der Steroide erfolgte mit der Kober-Reaktion. Die Zahl der Versuche 
ist in Klammern angegeben. 





























Ostradiol- Gebildete Steroide in yg 

Ver- (176) 

such | Gewebe | Herkunft wieder- 6-Hydroxy- 

Nr. gefunden Ostron | éstradiol- | Ostriol 

ug (178) 
1 Leber Fot 82,0 (2) | 21,0 (2) 3,0 (2) 2,6 (2) 
2 Leber Fot 84,8 (3) | 29,8 (4) 2,8 (2) 3,6 (2) 
3 Niere Fot 100,5 (1) 2,2 (2) 0 (2) 0 (2) 
4 Leber |27jahr.Mann| 68,8 (4) 5,1 (4) 0 (2) 0 (2) 
5 Leber |45jéhr.Mann| 64,2 (4) 5,1 (4) 0 (2) 0 (2) 
6 Niere |40jahr.Mann| 66,8 (2) 5,8 (2) 0 (2) 0 (2) 
7 Ovar | 38jahr.Frau}] 88,0 (2) | 0,5 (2) 1,2 (2) |0 (2) 
8 Ovar 43jahr. Frau 80,0 (2) 0,8 (2) 2,0 (2) 0 (2) 
9 Corpora | 38jahr. Frau —- 2,0 (2) 0 (2) 0 (2) 
lutea 
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Die Ergebnisse der quantitativen Untersuchungen sind in Tab. 1 
zusammengefakt. Zum Vergleich sind einige Werte fiir die fétale Niere 
sowie fiir die Leber und die Niere des Erwachsenen angegeben. In keinem 
der letztgenannten Organe lieB sich die Bildung von 6-Hydroxy-éstradiol- 
(178) oder Ostriol aus Ostradiol-(178) nachweisen. 


Zwischenstoffwechsel 6-substituierter Ostrogene 


Da fétales Lebergewebe nicht in ausreichender Menge zur Verfiigung 
stand, wurde der Zwischenstoffwechsel der Ostrogene in Leberschnitten 
des Erwachsenen untersucht. Uber Art und Menge der dabei entstandenen 
Metaboliten gibt Tab. 2 Auskunft. Die Identifizierung der Verbindungen 
erfolgte durch Bestimmung der Rr-Werte, Aufnahme der Schwefelsiure- 
Wasser-Spektren, Messung der Absorption im UV-Licht und — im 
Falle von 6-Hy* sxy-éstron, 6-Keto-éstradiol-(17f) und 6-Keto-éstron — 
durch Bestimr ang der Schmelzpunkte nach Mikrosublimation. 


Tab. 2. Zwischenstoffwechsel 6-substituierter Ostrogene nach Inkubation mit Leber- 
schnitten des erwachsenen Menschen. Versuchsanordnung s. Tab. 1. 











: ; Nach Inkubation Menge in 
Inkubiertes Steroid identifizierte Steroide Lug 

6-Hydroxy-éstradiol-(17 f) 6-Hydroxy-éstron 11,4 (3) 
6-Keto-dstradiol-(17 /) 13,8 (3) 

6-Hydroxy-éstron 6-Hydroxy-déstradiol-(17 ) 10,8 (3) 
6-Keto-dstron 10,0 (3) 

6-Keto-dstradiol-(17 8) 6-Hydroxy-éstradiol-(17 8) 5,1 (3) 
6-Keto-dstron 15,0 (3) 

6-Keto-éstron 6-Hydroxy-éstron 2,1 (3) 
6-Keto-éstradiol-(17 8) 24,7 (3) 





Besprechung der Ergebnisse 

Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, daB eine Hy- 
droxylierung phenolischer Steroide am C-Atom 6 auch in menschlichen 
Organen stattfindet. Demnach sind bisher folgende éstrogen-spezifischen 
Hydroxylasen beim Menschen nachgewiesen worden: 2-Hydroxylase 
(einschlieBlich einer O-Methyltransferase)®, 6-Hydroxylase, 16«-Hydro- 
xylase® und 18-Hydroxylase!®. 6-substituierte phenolische Steroide wur- 
den zuerst von Mueller und Rumney" bei der Maus und spiater von 
Breuer, Nocke und Knuppen‘ bei der Ratte beobachtet. In jiingster 
Zeit berichteten Bush, Klyne und Short” iiber die Isolierung von 
6-Hydroxy-éstradiol-(178) aus der Follikelfliissigkeit der Stute. Von 
besonderem Interesse ist die Mitteilung von Marrian’® iiber die Isolierung 


® H. Breuer u. R. Knuppen, Naturwissenschaften 47, 280 [1960]. 

10 K. H. Loke,G. F. Marrianu.E. J. D. Watson, Biochem. J. 71, 43 [1959]. 
11 G.C. Mueller u. G. Rumney, J. Amer. chem. Soc. 79, 1004 [1957]. 
12 T. Bush, W. Klyne u. R. V. Short, J. Endocrinol. 20, 1 [1960]. 
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eines Kober-Chromogens (KC-6 B) aus dem Schwangerenurin, bei dem 
es sich wahrscheinlich um ein 6-Hydroxy-éstron handelt. 


Nach Inkubation von Ostradiol-(178) mit fétalen Leberschnitten 
wurden ungefaihr gleiche Mengen von 6-Hydroxy-éstradiol-(178) und 
Ostriol nachgewiesen. Da beide Steroide in fétalem Lebergewebe in 
etwa gleichem Umfange abgebaut werden, diirfte ihre Bildung aus 
Ostradiol-(178) ebenfalls in derselben GréBenordnung liegen. Daraus 
ergibt sich hinsichtlich der 6- und 16«-Hydroxylierung phenolischer 
Steroide eine gewisse Ahnlichkeit zwischen der Leber der Ratte* und der 
des menschlichen Féten. Die Tatsache, daB nach Inkubation von Ostra- 
diol-(178) mit Leberschnitten des Erwachsenen kein 6-Hydroxy-éstradiol- 
(178) und Ostriol aufgefunden werden konnten, spricht nicht unbedingt 
gegen die Biogenese dieser Verbindungen in der menschlichen Leber. 
Moglicherweise erklirt sich der negative Befund aus der relativ geringen 
Aktivitat der 6- und 16«-Hydroxylase pro Gramm Lebergewebe. 


Die Bildung von 6-Hydroxy-éstradiol-(17f) aus Ostradiol-(178) nach 
Inkubation mit Schnitten von Ovarien geschlechtsreifer Frauen beweist 
die Anwesenheit einer 6strogen-spezifischen 6-Hydroxylase in diesem 
Gewebe. Eine 6-Hydroxylierung von Desoxycorticosteren zu 6-Hydroxy- 
desoxycorticosteron war bereits friiher von Hayano und Mitarbeitern’* 
in Corpora lutea von Kiihen festgestellt worden. Zander und Wiest*4 
isolierten kiirzlich 68-Hydroxy-progesteron nach Inkubation von Prog- 
esteron mit polyzystischen Ovarien des Menschen. Diese Beobachtungen 
sowie der Nachweis von 6-Hydroxy-éstradiol-(178) in der Follikel- 
fliissigkeit der Stute!? sprechen dafiir, daB 6-Hydroxylierungen auch im 
Ovarialgewebe eine Rolle spielen. 

Unsere Versuche, die Bildung von Ostriol in Ovarien nachzuweisen, 
waren erfolglos. Die Frage, ob in Ovarien iiberhaupt Ostriol gebildet 
werden kann, ist zur Zeit noch umstritten. So isolierten Zander und 
Mitarbeiter!5 aus menschlichem Ovarialgewebe zwar Ostron und Ostra- 
diol-(178), nicht aber Ostriol. Andererseits soll nach Dowben und 
Rabinowitz ® bei der Inkubation von Ostradiol-(178) mit Schnitten 
menschlicher Ovarien Ostriol entstehen; da jedoch die Identifizierung 
der ,,Ostriol-Fraktion ausschlieBlich auf Grund einer einmaligen Be- 
stimmung des Rr-Wertes erfolgte, kénnen die SchluBfolgerungen hin- 
sichtlich der Bildung von Ostriol nur mit Zuriickhaltung aufgenommen 
werden. 


Die Untersuchungen iiber den Zwischenstoffwechsel der 6-sub- 
stituierten Ostrogene in Leberschnitten des erwachsenen Menschen haben 
gezeigt, daB die 6-Hydroxy- und 6-Keto-Derivate von Ostradiol-(17) 


13 M. Hayano, M.C. Lindberg, M. Wiener, H. Rosenkrantz u. R.I. 
Dorfman, Endocrinology 55, 326 [1954]. 

14 J. Zander u. W. G. Wiest, pers. Mitteilung. 

15 J.Zander, E.Brendler, A.M.v.Miinstermann, E. Diczfalusy, 
B. Martinsen u. K.G. Tillinger, Acta obstet. gynec. scand. 38, 724 [1959]. 

16 R. M. Dowben u. J. L. Rabinowitz, Nature [London] 178, 696 [1956]. 
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Zwischenstoffwechsel 6-substituierter Ostrogene in Leberschnitten des Menschen. 


und Ostron ineinander umwandelbar sind (vgl. Formelschema). Das 
Gleichgewicht zwischen den 6-Hydroxy- und den 6-Keto-Derivaten 
schien zugunsten der letzteren verschoben zu sein. Dagegen wurde 
keine wesentliche Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen 17-Hy- 
droxy- und 17-Keto-Verbindungen beobachtet. Somit besteht ein deut- 
licher Unterschied zum Zwischenstoffwechsel 6-substituierter Ostrogene 
in der Rattenleber, wo das Gleichgewicht zwischen den 6-Keto- und 
6-Hydroxy-Derivaten auf Seiten der 6-Hydroxyverbindungen zu liegen 
scheint#. 

Die gegenseitige Umwandelbarkeit der 6-substituierten Ostrogene 
in der Leber des Menschen 1i8t zusammen mit dem Nachweis der 
Biogenese von 6-Hydroxy-éstradiol-(17$) die Vermutung gerechtfertigt 
erscheinen, da8 im Urin des Menschen 6-substituierte Ostrogene aus- 
geschieden werden. 


Die vorliegende Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt. Wir sind Herrn Privatdozent 
Dr. A. Puck, Universitats-Frauenklinik Bonn, fiir die Beschaffung fotaler Gewebe 
sehr zu Dank verpflichtet. 
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Beschreibung der Versuche 


Phenolische Steroide: Alle Steroide wurden durch Bestimmung der 
Schmelzpunkte sowie papierchromatographisch auf Reinheit gepriift. Ostradiol-(17/) 
war ein Handelspraparat. Folgende Steroide wurden synthetisiert : 6-Keto-dstradiol- 
(178)!?; 6-Hydroxy-éstradiol-(178) durch Reduktion von 6-Keto-éstradiol-(17 /) 
mit NaBH,}* (Schmp. des Triacetates 143— 144°); 6-Keto-dstron durch Oxydation 
von Ostron-acetat mit Chromsaure!® und 6-Hydroxy-éstron (Schmp. des Diacetates 
161,5°) durch partielle Oxydation von 6-Hydroxy-éstradiol-(17 £)-3.6-dibenzoat?®. 
Beziiglich der Konfiguration der Hydroxylgruppe am C-Atom 6 vgl. 1. ¢.418. 

Gewebe: Die Zeit zwischen Entnahme des Gewebes und Versuchsbeginn 
betrug bei fotalem Gewebe 15 Min., bei den iibrigen Geweben 10 Min. Die Gewebe- 
schnitte wurden mit einer Rasierklinge nach Deutsch”! hergestellt. 

Inkubationsbedingungen: 200 mg Gewebeschnitte wurden mit 200 ug 
Steroid in 5 ml glucosehaltiger (0,02 m) Krebs-Phosphatlésung*? 60 Min. bei 37° 
in Luft inkubiert. 

Die Aufarbeitung der Ansatze erfolgte wie friiher beschrieben**. 

Papierchromatographie: Die Extrakte wurden im System Formamid/ 
Monochlorbenzol vorgereinigt und im System Formamid/Chloroform rechromato- 
graphiert. Die 6-substituierten Ostrogene haben im letztgenannten System folgende 
Ry-Werte: 6-Keto-dstron 0,81, 6-Hydroxy-éstron 0,21, 6-Keto-dstradiol-(17 8) 0,27 
und 6-Hydroxy-éstradiol-(178) 0,05. Die Steroide wurden auf den Chromato- 
grammen mit Folin und Ciocalteus** Reagenz sichtbar gemacht. Zur weiteren 
Identifizierung und Isolierung wurden die Metaboliten von unbehandelten Chromato- 
grammen mit Methanol eluiert, nachdem ihre Position durch Anfarben entsprechen- 
der Randstreifen festgestellt worden war. 

Saulenchromatographie: Die Trennung der 3-Methylaither von 6- 
Hydroxy-éstradiol-(17) und Ostriol erfolgte an Al,O,-Saulen (10g, Aktivitats- 
stufe II—III). Weitere Einzelheiten vgl. 1. c.4. 

Zur Identifizierung der phenolischen Steroide wurden neben den Rr- 
Werten die Absorptions-Spektren der Schwefelsiéure-Wasser-Reaktion*> heran- 
gezogen. 6-Keto-dstron ergab in dem hier untersuchten Bereich von 5—10 ug kein 
meBSbares Spektrum. 

Die quantitative Bestimmung der phenolischen Steroide erfolgte mit 
der Kober-Reaktion®*. Fir alle Steroide wurden die optimalen Reaktionsbe- 
dingungen (Tab. 3) nach dem Verfahren von Nocke?? ermittelt. 

Isolierung: Die Steroide wurden unter Verwendung eines Mikroskop-Heiz- 
tisches der Mikrosublimation bei normalem Druck unterworfen (vgl. 1. c.28). Die 
Schmelzpunkte wurden ebenfalls auf einem Mikroskop-Heiztisch bestimmt. 


17 B. Longwell u. O. Wintersteiner, J. biol. Chemistry 188, 219 [1940]. 

18 QO. Wintersteiner u. M. Moore, J. Amer. chem. Soc. 81, 442 [1959]. 

19 EK. Schwenk, U.S. Pat. 2 294 938 [1942]; Chem. Abstr. 87, 1016, [1943]. 

20 R. Knuppen u. H. Breuer, Liebigs Ann. Chem. (im Druck). 

21 W. Deutsch, J. Physiology 87, 56 P [1936]. 

22H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 

23 H. Breuer, R. Knuppen u. G. Pangels, diese Z. 817, 248 [1959]. 

#4 0.Folin u. V.Ciocalteu, J. biol. Chemistry 78, 627 [1927]; F. L. 
Mitchell u. R. E. Davies, Biochem. J. 56, 690 [1954]. 

25 W.Dirscherl u. F. Zilliken, Naturwissenschaften 31, 349 [1943]; 
W. Dirscherl u. H. Breuer, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. [Wien] 
6, 287 [1954]. 

26 J. B. Brown, J. Endocrinology 8, 196 [1952]; W. S. Bauld, Biochem. J. 
56, 426 [1954]. 

27 W. Nocke, Biochem. J. (im Druck). 

28 L.Kofler u. A.Kofler, Thermomikromethoden zur Kennzeichnung 
organischer Stoffe und Stoffgemische, Wagner, Innsbruck, 1954, S. 18—23; 
H. Breuer u. E. Kassau, Acta endocrinol. Suppl. 51, 1113 [1960]. 
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Tab. 3. Optimale Reaktionsbedingungen fiir 6-substituierte Ostrogene bei der 
Kober-Reaktion. Die Messungen erfolgten in 10-mm-Kiivetten mit einem Beckman. 
Spektralphotometer Modell DU. 














Experimentelle “aan ane ” | 6-Hydroxy- = a 6-Keto- 
Bedingungen (178) ; éstron (178) i éstron 
1. Phase 
H,SO, (ml) 2,3 2,2 1,5 1,4 
H,SO, (Konz. in %) 66 68 90 90 
Erhitzungsdauer (Min.) 5 25 3 4 
2. Phase 
H,0 (ml) 0,9 1,0 1,7 1,8 
Erhitzungsdauer (Min.) 2 6 2 1 
Wellenlingen (my) fiir 
-£, 472 484 492 490 
EB, 514 520 542 540 
Ey; 556 556 . 592 590 
Korrigierte Extinktion* 
fiir 10 ug Steroid 0,421 0,350 0,206 0,070 














* Exorr = 2X E,—(E, + Ey). 


Zusammenfassung 


1. Bei der Inkubation von Ostradiol-( 176) mit Leberschnitten 
menschlicher Féten entsteht neben Ostriol und Ostron als weiteres 
Stoffwechselprodukt 6-Hydroxy-éstradiol-(17/). 

2. Nach Inkubation von Ostradiol-(17) mit Schnitten von Ovarien 
geschlechtsreifer Frauen konnte ebenfalls 6-Hydroxy-éstradiol-(17(), 
nicht aber Ostriol nachgewiesen werden. 

3. Die 6-Hydroxy- und 6-Keto-Derivate von Ostradiol-(17f) und 
Ostron sind bei der Inkubation mit Leberschnitten des Erwachsenen 
ineinander umwandelbar. 


Summary 


1. During incubation of oestradiol-178 with human foetal liver 
slices, 6-hydroxyoestradiol-178 is formed in addition to oestriol and 
oestrone. 

2. After the incubation of oestradiol-17$ with slices of human 
ovaries, 6-hydroxyoestradiol-17$ but no oestriol could be detected. 

3. The 6-hydroxy- and 6-oxo-derivatives of oestradiol-176 and 
oestrone are interconvertible when incubated with human liver slices. 


Priv.-Doz. Dr. H. Breuer, Chirurgische Univérsitatsklinik und Poliklinik, 
Bonn, Venusberg. 
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Untersuchungen zum Fettstoffwechsel normaler und 
regenerierender Leber nach Gaben von Isonicotinsdure- 
hydrazid (INH) 

Von 


F. Berschneider und D. Siegel 
Aus dem Tuberkulose-Forschungsinstitut Berlin- Buch (Direktor: Dr. med. P. Steinbriick) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juli 1960) 


In Fortfiihrung der Untersuchungen iiber den EinfluB von INH auf 
den Stoffwechsel der Leber! interessierte uns die Frage, welche Wirkung 
dieses Tuberkulostatikum speziell auf den Lipidstoffwechsel der normalen 
und wachsenden Leber hat. Untersuchungen zu dieser Thematik existie- 
ren unseres Wissens nur in der Form, da8 klinisch mit Hilfe von Funk- 
tionsproben eine Beeinflussung der Lebersuffizienz durch kurative INH- 
Medikation gepriift wurde?. Die Frage, ob INH eine Fettleber hervorruft, 
wurde dadurch nicht geklart. Wir wihlten deshalb eine direkte chemische 
Methode zur Priifung des Fettgehaltes dieses Organs. Das Modell einer 
wachsenden Leber war die regenerierende Restleber nach 2/, Resektion. 
Szego findet 24 Stdn. nach 2/,-Resektion der Leber eine Erhéhung der 
Lipidkonzentration. Emmrich‘ stellte die héchsten Werte 48 Stdn. 
nach Operation fest, wobei nach 10 Tagen die Ausgangswerte wieder 
erreicht wurden. Der Gehalt an Gesamt-Lipiden zeigt nach 24 Stdn. ein 
Maximum’. 

Methodik 

Fiir die Untersuchungen an normaler Leber wurden 75 2 Albinomause im 
Gewicht von 17—22 g, fiir die partielle Hepatektomie 58 ? Albinoratten im K6rper- 
gewicht von 150—200 g verwendet. 

Die Operation der Ratten erfolgte wie mitgeteilt®. 

INH-Medikation 

a) Den Mausen wurde in einer Versuchsreihe 7 mg INH/kg Kérpergewicht 
(mittlere therapeutische Dosis beim Menschen) pro Tier taglich in Milch gelést in 


1 D. Siegel, Pharmazie 18, 545 [1958]; Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 18, 66 
[1958]. 
2 E. Tanner, J. Wanner, H. Wehrlin u. Z. Ramer, Schweiz. Z. Tbk. 9, 
255 [1952]; St. Konieczny, Aerztl. Wschr. 41, 957 [1952]; E. W. Orlowsky, 
Jber. Borstel 1952/58, 632, 645; J. Dieckhoff, Minchener med. Wschr. 99, 1408 
[1957]. 
3 C. M. Szego u. S. Roberts, J. biol. Chemistry 178, 827 [1949]. 

4 R. Emmrich u. H. Petzold, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 214, 333 [1952]. 

5 F.N. Gurd, H. M. Varsu.I.S8. Ravdin, Amer. J. Physiol. 152, 11 [1948]. 

6 D. Siegel u. F. Berschneider, Z. ges. exp. Med., im Druck. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol, Chemie, 321 5 
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einem fir 5 Tiere gemeinsamen Saugréhrchen verabreicht; und zwar von Geburt an 
iibereine Zeit von 9 Monaten. Die andere Versuchsreihe erhielt subcutan 100mg/kg K6r- 
pergewicht 8 Tage lang und war zum Zeitpunkt der Decapitation im gleichen Alter. 

b) Die Ratten bekamen taglich eine Dosis von 300 mg/kg Korpergewicht subcu- 
tan in 2 Einzeldosen injiziert von einem Tag vor der Operation bis zur Decapitation. 

Ernéhrungsbedingungen: Mause und Ratten erhielten taglich Milch 
sowie abwechselnd einen Tag Hafer und einen Tag WeiBSbrot. 

Trockengewichtsbestimmung: Dem decapitierten Tier wurde méglichst 
rasch die Leber entnommen, eine Menge von 0,4—1 g auf Filterpapier abgetupft, 
gewogen und bei 105° im Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Lipidbestimmung: Wie zur Trockengewichtsbestimmung wurden 1,0 bis 
1,5 g Leber entnommen, trocken getupft, gewogen und homogenisiert. Mit Athanol/ 
Ather (1:1) wurde 2mal 24 Stdn. unter é6fterem Umschiitteln bei Zimmertemperatur 
extrahiert. Die vereinigten Uberstinde wurden abgedampft und der Riickstand bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Phosphatbestimmung: Das Material wurde im Kjeldahl-Kolben mit 2 ml 
konz. HClO, aufgeschlossen und mit weiteren 2 mi konz. HClO, auf 30 ml aufge- 
fiillt. Darin wurde das Phosphat nach Allen’ mit Ammoniummolybdat und Amidol 
als Reduktionsmittel bestimmt. 

Signifikanzberechnung: Zur statistischen Sicherung der Ergebnisse wur- 
den der ¢-Test® und der wesentlich einfachere Test nach Wilcoxon’, fiir den keine 
bestimmten Annahmen iiber die Verteilungsform der x- und y-Werte notwendig 
sind, herangezogen. 

Die nach beiden Testen ermittelten Irrtumswahrscheinlichkeiten zeigten gute 
Ubereinstimmung. 


Ergebnisse 
A. Versuche an Ratten 
Die Trockengewichte regenerierender Lebern zeigten charakteristi- 
sche Unterschiede zwischen INH- und Vergleichswerten. Die INH-Werte 
lagen 24 bis 67 Stdn. nach der Resektion um durchschnittlich 15% hoher. 
Nach 6 Tagen wurden die Ausgangswerte fast wieder erreicht (Tab. 1). 


Tab. 1*. Lebertrockengewicht (%) bei Ratten nach partieller Hepatektomie. 



































t (Stdn.) 0 24 45 67 144 
Kontrollen 28,5 -+0,358 | 29,4-+0,54 | 27,9 + 0,25 | 27,7 +. 0,63 | 28,0 +. 0,46 
+1,47> + 1,62 +0,62 +1,54 +1,42 
INH 29,4+0,35 | 33,7+0,81 | 31,0 + 0,65 | 33,0-+0,79 | 30,0 + 0,78 
+1,30 +2,13 +1,21 +1,94 + 2,02 
Signifikanz _ p = 2,40% | p = 0,95% | p = 0,22% — 
Kontr./INH 
% Erhéhung — 15 ll 19 _— 


® Mittlere Abweichung des Mittelwertes(e); > Streuung (c). 


* Die Werte in den Tabellen 1 bis 4 sind arithmetische Mittel aus mindestens 
5 Einzelbestimmungen. 
7 R. J. Allen, Biochem. J. 84, 858 [1940]. 
8 K. Weber, ‘GrundriB der biologischen Statistik fiir Naturwissenschaftler, 
Landwirte und Mediziner, 2. Aufl. Jena, Gustav Fischer Verlag 1956. 
® Vgl. H. R. van der Vaart, Gebruiksaanwijzing voor de toets van Wil- 
coxon, Mathematisch Centrum Amsterdam, Rapport 8. 32 (1952). 
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Die Extraktion mit Athanol/Ather ergab, daB dieses Mehr an 
Trockensubstanz hauptsichlich durch vermehrt eingelagerte Lipide ver- 
ursacht war. Sie steigen im Vergleich zu den Kontrollen in wesentlich 
hoéherem MaBe und auch friiher an (Tab. 2). In der Zeit von 24 bis 67 Stdn. 
nach Resektion erhailt man unter INH-Behandlung Lipidgehalte, die 
fast die Halfte der Lebertrockenmasse betragen. Die Menge des in den 
Lipiden enthaltenen Phosphates ist bei Berechnung auf Lipide vermin- 
dert. Die Werte miissen jedoch auf das konstante Frischgewicht bezogen 
werden, um vergleichbar zu sein und zeigen dann keine signifikanteVer- 
inderung (Tab. 3). 


Tab. 2. Leberlipide bei Ratten nach partieller Hepatektomie. 









































°% vom Feuchtgewicht % % vom Trockengewicht % 
t (Stdn.) Ze : rite. |2 : Erho- 
Kontrollen | INH hung | Kontrollen INH hung 
0 5,9 +0,29 7,7 +1,29 a 20,9-+1,22 | 261+ 4,00; — 
+0,71 +3,17 +2,99 + 9,82 
24 6,4+0,83 | 14,0+1,41 119 22,1+2,30 | 42,0+ 4,35] 90 
+1,52 +4,43 +4,21 + 10,23 
Kontr./INH Kontr./INH 
p = 0,30% p = 0,06% 
45 7,0+0,33 | 11,6+1,57 66 24,9+1,28 | 37,5+ 3,25] 51 
+ 0,80 +4,16 +3,13 + 8,60 
0/45 Stdn. | Kontr./INH Kontr./INH 
p = 1,30% | p = 0,70% p = 0,41% 
67 7,8+0,54 | 13,4+1,31 72 27,9+1,37 | 40,0+ 4,31 43 
+1,32 + 2,93 3,36 + 9,65 
0/67Stdn. | Kontr./INH 0/67 Stdn. | Kontr./INH 
p = 0,48% | p= 0,51% p = 0,22% | p = 0,22% 
144 6,8 + 0,62 7,6+1,32 — 23,6+1,33 | 23,0+ 1,41) — 
+1,80 +4,21 + 3,52 + 4,15 








Tab. 3. Gehalt an Lipid-PO, der Rattenleber nach partieller Hepatektomie 
(in % vom Feuchtgewicht). 























t (Stdn.) | 0 24 45 67 144 
Kon. 0,31 0,046 | 0,24+-0,024 | 0,30-+0,013 | 0,30 + 0,0045] 0,30 +. 0,023 
trollen -+ 0,08 + 0,054 +0,03 +0,01 +0,051 
INH | 0,31 £0,085 | 0,25 +0,016 | 0,26 +-0,0055| 0,31 -- 0,007 | 0,27-+0,011 

£0,148 £0,041 £0,012 £0,017 + 0,026 


B. Versuche an Mausen 


Normale, nicht teilresezierte Mause lieBen diesen INH-Effekt nicht 
erkennen. Die Mittelwerte der einzelnen Versuchsreihen zeigen in einigen 


5* 
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Fallen Unterschiede. Sie lassen sich jedoch auf Grund der Streuungen der 
Einzelwerte nicht statistisch sichern (Tab. 4). 


Tab. 4. Gehalt an Trockensubstanz und Lipiden sowie Lipid-Phosphat nicht hepa- 


tektomierter Mauselebern. 
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mg Lipid 
eA 
Trocken- pro 100 mg | pro 100 mg ee 
gewicht Feucht- Trocken- Lipid-PO, 
gewicht gewicht 
Kontrolle 32,0+ 0,14 6,6-+0,29 | 20,0+ 1,20 5,8 + 0,76 
+1,79 +1,31 + 4,83 +1,54 
INH 2 mg subcutan 30,8 + 0,30 6,2-+0,11 ; 19,9-+0,61 7,2 +0,82 
+ 1,24 +0,91 + 2,55 +1,72 
INH 0,14 mg oral 31,9+ 0,31 7,6+£0,41 | 24,4+1,21 4,7 +0,47 
+ 1,34 +1,79 +5,15 +1,51 


Die Trockengewichtswerte der Miuse-Kontroll-Lebern liegen mit 
32% um 4%; iiber denen der normalen Rattenlebern (vgl. Tab. 1). 


Diskussion 


Die von vielen Autoren gefundene Fetteinlagerung in die restierende 
Rattenleber nach Teilresektion konnte von uns bestitigt werden. Jedoch 
1a8t sich die Erhéhung der Kontrollwerte, die ja laut Tab. 2 bereits 
nach 24 Stdn. einsetzt, erst bei den Werten 45 bzw. 67 Stdn. p. op. 
signifikant unterschiedlich sichern. Dieser vermehrte Fettgehalt wird 
durch INH noch um 100% erhéht. Das Maximum liegt am 2. Tag der 
INH-Verabreichung bzw. dem 1. postoperativen Tag. Der Gehalt an 
Gesamt-N der Frischleber* wird wihrend der iiber 6 Tage verfolgten 
Regeneration selbst bei der erhéhten Fetteinlagerung durch INH nicht 
signifikant verindert (vgl. Abbildung). 



































40 Stickstoffgehalt der Frisch- 
A leber nach partieller Hepa- 
oe tektomie. 
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a 48 72 96 120 Ua, 
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Verstiandlich werden diese Ergebnisse, wenn man bedenkt, daB 
DPN-abhangige Reaktionen durch INH gestért werden. Durch die INH- 
insensitive DPN-ase — der Ratte und Maus — kann das INH-Analogon 
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des DPN gebildet werden!®. Es ist anzunehmen, daB die Bildung dieses 
DPN-Antimetaboliten den Abbau der C,-Bruchstiicke aus dem Fett- 
stoffwechsel iiber den Citronensiurecyclus beeintrichtigt. Verstarkt 
wird dieser Effekt noch dadurch, daB infolge der partiellen Hepatekto- 
mie die stationire Fermentmenge auf 1/, reduziert wird, wihrend die An- 
forderungen an den Leberstoffwechsel praktisch unverindert geblieben 
sind. Diese Annahme wird noch durch Arbeiten von Frunder und 
Mitarbb. erhirtet!4, wonach bei in-vitro-Versuchen DPN-abhiangige 
Reaktionen in verfetteten Lebern gehemmt sind. Weiter finden Novi- 
koff und Potter" in vitro einen Aktivititsabfall von Succinoxydase, 
Milchsiuredehydrogenase, Cytochromreduktase und Oxalessigsiure- 
oxydase nach partieller Hepatektomie. 

Neben der Stérung des Tricarbonsiurecyclus durch ein DPN-Defizit 
ist zu bedenken, daB infolge einer Verarmung der restierenden Leber 
an Glykogen nicht geniigend Oxalessigsiure aus dem Kohlenhydrat- 
stoffwechsel entstehen kann. Eine zusitzliche Bildung dieser, fiir den 
Citronensiurecyclus essentiellen Ketosiiure aus Transaminierungsreak- 
tionen wird durch INH — als Transaminierungsinhibitor'* — in Frage 
gestellt. 

Inwieweit durch die INH-Einwirkung auBer den angedeuteten 
Méglichkeiten noch eine Stérung des Lipoidmetabolismus durch Beein- 
flussung spezifischer Fermente, wie 6-Ketohydrogenase und Athylenhy- 
drogenase in Frage kommt, lat sich auf diesem Wege nicht beantworten. 
Moglich wire eine Blockierung des Cuin der prosthetischen Gruppe der Athy- 
lenhydrogenase' durch die komplexbildenden Eigenschaften des INH. 

Eine erhéhte Fettmobilisierung in der Leber iiber die Bildung von 
Phospholipoiden scheint nicht in Frage zu kommen, da der absolute 
Phosphatgehalt der Lipidfraktion wihrend der Versuchsdauer praktisch 
unverindert bleibt. 

Levon und Mitarbb.’* fanden jedoch an Hand von Versuchen mit 
%P eine wachstumsbedingte Stimulierung des Stoffwechsels der Phos- 
pholipoide; besonders erhéht war der Phosphateinbau in das Lecithin. 
Diese erhéhte Stoffwechseltitigkeit scheint nicht mit einer absoluten 
Vermehrung des Phosphates in der Lipidfraktion verbunden zu sein. 

Unter allen Vorbehalten eines Vergleiches verschiedener Tierspezies 
geht aus den Miiuseversuchen hervor, daB bei normalen, nicht hepatek- 








10 L. J. Zatmann, N. O. Kaplan, 8S. P. Colowick u. M. M. Ciotti, J. biol. 
Chemistry 209, 453 [1954]. 

11H. Frunder u. W. Friedel, diese Z. 295, 77 [1953]. 

2 A. B. Novikoffu. R. van Potter, J. biol. Chemistry 178, 223 [1948]. 

13 F, Ho u. T. Sugano, Kekkaku (tuberculosis) 29, 368 [1954]; zit. nach 
A. N. Davison Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 19, 131 [1956]. 

14 F. Leuthardt, Lehrbuch der physiol. Chemie, 13. Aufl., 8. 359, Verlag 
W. de Gruyter, Berlin 1957. 

15 A, Albert, Nature [London] 177, 525 [1956]. 

16 K. Levon, R. M. Johnson u. 8. Albert, Arch. Biochem. Biophysics 78, 
247 [1958]. 
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tomierten Tieren eine Beeinflussung des Lebertrockengewichts und 
Lipidgehaltes durch INH nicht signifikant nachweisbar ist. Mégliche 
toxische Effekte durch INH-Gaben bis zur zehnfachen therapeutischen 
Dosis kénnen demnach anscheinend in der intakten Leber kompensiert 
werden. Histologische Untersuchungen zu dieser Fragestellung sind im 
Gange. 


Der chem.-techn. Assistentin, Fraulein I. Sesser, danken wir auch an dieser 
Stelle fiir fleiBige und interessierte Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


An partiell (70%) hepatektomierten Ratten wird festgestellt, daB 
die Restlebern . durch Isonicotinsiurehydrazid (INH) ein héheres 
Trockengewicht annehmen. Diese Massenzunahme beruht auf einer durch 
INH betriachtlich erhéhten Fetteinlagerung. Als Ursache hierfiir wird 
eine Beeinflussung des durch 2/,-Hepatektomie bedingten Stoffwechsels 
diskutiert. Ein ahnlicher Effekt la8t sich an normalen Mausen, die unter 
oraler und subcutaner INH-Medikation iiber lingere Zeitraume standen, 
nicht nachweisen. 


Summary 


The dry weight of the remaining liver in partly (70°%) hepatectomised 
rats is increased by INH (isonicotinyl hydrazine). This weight increase 
is the result of a large, INH induced deposition of fat. The cause could 
lie in an influence on the metabolism conditioned by 2/; hepatectomy; 
this is discussed. A similar effect cannot be demonstrated in normal mice 
receiving oral and subcutaneous INH over long experimental periods. 


Dr. D. Siegel, Tuberkulose-Forschungsinstitut Berlin-Buch, Karower Str. 11. 
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Isolierung von A‘-Androstenol- (118) -dion-(3.17) 
aus Rattenharn 
Von 


Kurt Schubert und Kurt Wehrberger 


Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie Jena 
der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin 
Direkor: Prof. Dr. med. H. Knéll 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12, August 1960) 


Das Vorkommen und Verhalten ungesittigter Harnsteroide vom 
Typ der A4-3-Ketone bei pathologischen Prozessen! veranlaBte uns, diese 
beim Menschen oft nur in geringer Menge auftretende Substanzgruppe 
niher zu untersuchen. Bei Anwendung unserer Differenzierungsmethodik? 
zur Erfassung der wichtigsten Steroidgruppen und Feststellung von 
Speziesunterschieden bei den gebrauchlichen Laboratoriumstieren fanden 
wir in der Ratte fiir die Untersuchung ungesittigter Steroide eine be- 
sonders interessante Tierart. Wiahrend hier die 17-Ketosteroid-Aus- 
scheidung im Harn sehr niedrig liegt, ist der An- 


teil der «,f-ungesiittigten Ketone auffallend Oo 
hoch. Wir konnten daraus das A*-Androstenol- HO I 
(118)-dion-(3.17) (11-Hydroxy-androstendion) bag, 
isolieren, ein Steroid, das bisher im Harn unter | 
normalen Bedingungen nicht beobachtet wurde. YVN% 


Lediglich nach Stimulierung mit adrenocortico- | 
tropem Hormon fanden Salamon und Dobri- 0” \ON/ 
ner® diese Substanz im Harn eines Leukimie- 

Patienten. 


Es standen 67 Harn von weiblichen Wistar-Ratten zur Verfiigung. Nahere 
Angaben hierzu kénnen einer friiheren Arbeit entnommen werden‘. Eingesetzt 
wurden die ohne vorherige Hydrolyse bei py7 durch Atherextraktion erhaltenen 
freien Steroide. Nach den iiblichen Waschvorgingen mit 1n KOH und Wasser sowie 
der Girard-Trennung wurde der ketonische Anteil an Aluminiumoxyd unter An- 
wendung der Gradienten-Elutions-Technik® chromatographiert. Eluiert wurde mit 
Benzol/Athanol bei einem Gradienten von 0—1,33% Athanol und einer Aufteilung in 
76 Fraktionen zu je 10 cm’. In der 35. bis 42. Fraktion wurde spektralphotometrisch 
eine im UV absorbierende Komponente mit einem Maximum bei 239—240 mu 
festgestellt. Zur Abtrennung von begleitenden 17-Ketosteroiden wurde eine pra- 
parative Papierchromatographie an Schleicher & Schill-Papier Nr. 2317 mit dem 
System Benzin (Sdp. 100—120°)/Benzol/Methanol/Wasser 25: 25:35:15 (Bush B 1) 


1K.Schubert u. G. Bacigaiupo, Arch. Geschwulstforsch. 16, 237[1960]. 

2 K. Schubert u. H.Schréder, Arch. Geschwulstforsch. 16, 105 [1960]. 

3 T. I. Salamon u. K. Dobriner, J. biol. Chemistry 204, 487 [1953]. 

4 K. Schubert u. K. Wehrberger, Naturwissenschaften 47, 397[1960]. 

5 T.K. Lakshmanan u. 8. Lieberman, Arch. Biochem. Biophysics 58, 
258 [1954]. 
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durchgefiihrt. Nach einer Laufstrecke von 44cm wurde kontaktphotographisch 
eine Zone bei 18 cm lokalisiert. Ein Probestreifen gab an dieser Stelle die Zimmer- 
mann-Reaktion fiir 17-Ketosteroide sowie die fiir ein A*-3-Keton-System charakte- 
ristische NaOH-Fluoreszenz-Reaktion®. Zur weiteren Reinigung wurde die vom 
Papier eluierte Substanz nochmals an Aluminiumoxyd chromatographiert. Das 
adsorptions- und papierchromatographische Verhalten der Substanz im System 
Bush B 1 (Rr 0,52) entsprach einem parallellaufenden 11-Hydroxy-androstendion- 
Standard.* Nach dem Ergebnis der UV-Absorptionsmessung wurden 230 y erhalten. 
Das IR-Spektrum in Chloroform erwies sich als identisch mit dem von 11-Hydroxy- 
androstendion. Banden bei: 


1618 cm“, 1670 cm7! - A*-3-Keton-System 
1740 cm-} 17-Ketongruppe 
3620 cm=} = Hydroxylgruppe 


l| 


I 


Zur weiteren Charakterisierung wurde mit 30 y Substanz eine Mikro-Chrom- 
siure-Oxydation auf Chromatographie-Papier durchgefiihrt?. Die Bildung von 
Adrenosteron konnte nachgewiesen werden (Bush B 1: Ry 0,68). 


Dariiber hinaus wurden 150 y isoliertes 11-Hydroxy-androstendion praparativ 
mit Chromsaure in Eisessiglésung zu Adrenosteron oxydiert und in iiblicher Weise 
aufgearbeitet. Das IR-Spektrum war mit dem von Adrenosteron* identisch. 
Banden bei: 


1622 cm—, 1672 cm! = A?!-3-Keton-System 
1713 em 11-Ketongruppe eines 11.17-Diketons 
1747 cm-? 17-Ketongruppe eines 11.17-Diketons 


I Il 


Die IR-Spektren wurden in einer selbstgefertigten Mikrokiivette von 1 mm 
Schichtdicke mit planparallelen Kaliumbromid-Fenstern und einem Fassungs- 
vermégen von 0,018 m/® in Chloroform kompensiert gemessen. Die Messungen 
wurden mit einem Zeiss-UR-10-Spektralphotometer durchgefiihrt. 


Summary 


Androst-4-en-11 B-ol-3:17-dione has been isolated from the urine of 
female rats by gradient elution on Al,O, and preparative paper chromato- 


graphy. 


Dr. K. Schubert, Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie, Jena, 
BeuthenbergstraBe 11. 


* Fir das 11$-Hydroxy-androstendion danken wir Herrn Prof. Klyne 
(Medical Research Council, London) und fiir das Adrenosteron Herrn Prof. Junk- 
mann (Schering AG, Berlin). 

6 J. E. Bush u. A. A. Sandberg, J. biol. Chemistry 205, 783 [1953]. 

? Th. Rahandraha u. A. R. Ratsimamanga, Bull. Soc. Chim. biol. 38, 
897 [1956]. 

8 K. Wehrberger, Chem. Techn. 10, 686 [1958]. 
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Die drei GroBrassen des Menschen vom Gesichtspunkt der 
Konfigurationsspezifitat der Esterase der Leber 


(ILI. Mitteil.1 iiber Fermentsysteme und ihre Spezifitat in Beziehung zur 
systematischen Ordnung des Tier- und Pflanzenreiches) 


Von 
Eugen Bamann, Herbert Gebler und Norbert W. Tietz 
Aus dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitat Miinchen 
(Der wchriftleitung zugegangen am 3. Juni 1960) 


Herrn Professor Dr. Richard Kuhn zu seinem 60. Geburtstag freundschaftlich 
zugeeignet 


Die Aufgabe dieser Untersuchung ist es zu kliren, ob die bei den 
drei GroBrassen des Menschen bestehende physiologische Differen- 
zierung sich auch auf die Wirkungsart der Esterase der Leber erstreckt. 
Als Merkmal dient uns dabei die stereochemische Spezifitit diesesEnzyms. 

Die Versuche zeigen, da dieses feine Charakteristikum bei den An- 
gehorigen der negriden, mongoliden und europiden GroBrasse in gewissen 
Grenzen gleich ist. Trotz der betrichtlichen Merkmalsunterschiede mor- 
phologischer und auch physiologischer Art geht die physiologische Diffe- 
renzierung nicht so weit, daB ein so wesentliches Instrument des Stoff- 
wechsels wie «ie Esterase grundlegend abgewandelt wire. 

ds erscheint der SchluB erlaubt, daB das fiir die Synthese der Leber- 
esterase in Betracht kommende Gen bei den Individuen des schwarzen, 
gelben und weiSen Hauptstammes gleich ist. Somit sind ungeachtet aller 
evolutioniiren Einfliisse die Spezifitit und damit auch die chemische 
Konstitution der Molekel der Esterase ein stabiles Merkmal. Die mensch- 
lichen GroBrassen haben sich aus einer iiberwiegend einheitlichen Fort- 
pflanzungsgemeinschaft iiber gewisse differenzierende Anderungen in 
Populationen aufgefiichert. Die urspriingliche Ausgangspopulation war 
vor der Aufspaltung in Tochterpopulationen und deren Isolierung mit 
einem tiberwiegend einheitlichen Genbestand ausgestattet?. Trotz der 
allopatrischen Rassebildung mit ihrer notwendigen Umgestaltung der 
Gene hat sich aber das Gen, welches fiir die Bildung der Esterase der 
Leber verantwortlich ist, im wesentlichen unverandert erhalten. 

Auf Grund des Befundes ihnlicher Blutgruppenverteilung ist 
eine engere stammesgeschichtliche Beziehung zwischen Orang-Utan und 








1 TI. Mitteil.: E. Bamann u. H. Gebler, diese Z. 319, 180 [1960]. 
2 Siehe z. B.: O. Reche u. W. Lehmann in G. Heberer, Die Evolution 
der Organismen, S. 1185, G. Fischer Verlag, Stuttgart 1959. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 321 6 
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den in éstlichen Gebieten Sumatras und Borneos lebenden Eingeborenen 
bzw. der mongoliden GroBrasse des Menschen iiberhaupt in Erwiigung 
gezogen worden’, Ahnliches wurde iibrigens — wie wenig bekannt ist — 
als reine Spekulation, d. h. ohne naturwissenschaftliche Unterlage, bereits 
durch Arthur Schopenhauer in seinem Werk ,,Parerga und Parali- 
pomena“‘ ausgesprochen. 

In unseren Untersuchungen sind wir jedoch bisher einem solchen 
,,pongoiden“‘ Menschentyp nicht begegnet. Die stereochemische Spezifitit 
der Leberesterase des Orang-Utan ist gegeniiber derjenigen des Menschen 
der mongoliden GroBrasse verschieden?. 

Das Ergebnis dieser Untersuchung, weitgehende Gleichheit der 
stereochemischen Spezifitat der Leberesterase bei Individuen aller drei 
GroBrassen des Menschen, das durch einen analogen Befund bei den Rassen 
unserer Haustiere* erginzt wird, fiigt sich in unsere bisherigen Er- 
fahrungen, wonach diese Spezifitat ein Charakteristikum derGattungen° 
ist: Erst die Gattungen unterscheiden sich auf Grund dieses Merkmals, 
wahrend Individuen derselben Art, die verschiedenen Rassen 
einer Art und die verschiedenen Arten einer Gattung mit Hilfe 
der Konfigurationsspezifitat der Leberesterase nicht unterscheidbar sind. 


Fir gewahrte Forschungsbeihilfen sprechen wir dem Verband der 
Chemischen Industrie — Fonds der Chemischen Industrie — unseren auf- 
richtigen Dank aus. 


Beschreibung der Versuche 


Den Aussagen dieser Untersuchung liegen die Ergebnisse zugrunde, die an der 
Leberesterase von 6 Individuen des negriden (5 USA-Neger, 1 Kuba-Neger), 
2 Individuen des mongoliden (Japaner) und 8 Individuen des europiden (6 Euro- 
paer, 2 Inder) Hauptstammes gewonnen wurden. 

Das optische Auswahlen der Leberesterase ist an racem. Mandelsiure-ithyl- 
ester gepriift und naher gekennzeichnet durch Festlegung des EKinflusses der Substrat- 
konzentration (0,5 g bzw. 0,25 g bzw. 0,125 g Ester/50 cm*), der Spaltungsprodukte 
Athanol bzw. racem. Mandelsiure sowie von Strychnin. Die fiir jede GroBrasse 
charakteristischen Ergebnisse sind in der Tabelle in Beispielen wiedergegeben : 

Bei der hohen Substratkonzentration (0,5 g/50 cm*) wird die (+-)-Komponente 
im Racemat rascher gespalten, bei mittlerer Substratkonzentration (0,25 g/50 cm’) 
(,,Normalansatz‘‘) erfolgt praktisch gleich rasche Spaltung der optischen Isomeren 
im Racemat, so daB die [«]p-Werte der isolierten Mandelsiure um + 0° liegen, 
und bei niedriger Substratkonzentration (0,125 g/50 cm*) iiberwiegt die Spaltung 
der (—)-Komponente im Racemat. Auffallend ist, daB bei 4 Individuen des negriden 
Hauptstammes (belegt in der Tabelle durch Beispiel 2b) im Falle niedriger Substrat- 
konzentration (0,125 g/50 cm’) ein nur geringes negatives Auswahlen beobachtet 
wird, wahrend bei 2 weiteren Individuen dieser GroBrasse* (2a der Tabelle) 


3 Siehe bei: P. Dahr u. R. Rommel, Z. Immunititsforsch. exp. Therap. 
90, 494 [1937]. 

4 Noch unveréffentlicht. 

5 J. Mitteil.: E. Bamann, E. Ullmannu.H. Gebler, diese Z. 319, 167 [1960]. 

* Die gefundenen Unterschiede in der Wirkungsspezifitat méchten wir als 
noch im Bereich der iiblichen Schwankungen des sterischen Auswahlens liegend 
ansehen. Fiir die Annahme, da8 hier ein weniger ausgepragtes Merkmal des negriden 
Hauptstammes vorliegt, besteht vorerst kein zwingender Grund. 
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— ahnlich wie bei den Individuen der europiden und mongoliden GroBrasse — 
ein stark ausgepragtes negatives Auswahlen in Erscheinung tritt. 


Der absolute Umsatz nimmt im Falle der Individuen der europiden und 
mongoliden GroBrasse beim Ubergang von hoher zu mittlerer Substratkonzentration 
ab, andert sich aber im Bereich von 0,25 g bis 0,125 g Ester/50 cm? nicht mehr. 
Demgegeniiber ist bei den Individuen der negriden GroBrasse der absolute Umsatz 
im Bereich 0,5 g bis 0,125 g/50 cm® praktisch gleich*. 


Der Zusatz von 100% der abspaltbaren Menge des Spaltuugsproduktes 
Athanol im ,,Normalansatz“‘ hemmt die Spaltungsgeschwindigkeit und verursacht 
eine Bevorzugung der (+)-Komponente im Racemat, wahrend das Spaltungs- 
produkt Mandelsaure (100% der abspaltbaren Menge) im ,,Normalansatz“ lediglich 
die Geschwindigkeit der Hydrolyse hemmt, ohne das Auswahlen zu beeinflussen, 


Auf Zusatz von Strychninsulfat wird im ,,Normalansatz‘‘ die Umsetzungs- 
geschwindigkeit erhéht und die (—)-Komponente im Racemat rascher gespalten. 


In der Abbildung sind 3 Durchspaltungen des racem. Esters bei den in dieser 
Untersuchung gewahlten Substratkonzentrationen veranschaulicht ([«]p als 
Funktion des Spaltungsgrades). 
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Das optische Auswihlen bei verschiedener Substratkonzentration 
(I: 0,5 g/50 em’, IT: 0,25 g/50 cm, TIT: 0,125 g/50 cm’; Beispiel 1a der Tab.). 


Die Durchfiihrung der Versuche geschah wie in den vorausgehenden 
Arbeiten®:! dieser Untersuchungsreihe. 


Zusammenfassung 


Trotz der betrachtlichen Merkmalsunterschiede morphologischer und 
auch physiologischer Art bei den 3 GroBrassen des Menschen ist die stereo- 
chemische Spezifitat der Leberesterase bei den Angehérigen des negriden, 
mongoliden und europiden Hauptstammes in gewissen Grenzen gleich. 


Dieser Befund fiigt sich in die bisherigen Erfahrungen, wonach diese 
Spezifitét ein Charakteristikum der Gattungen ist. 


* Siehe Anmerkung S. 74. 
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Fermentsysteme und ihre Spezifitat, III Bd. 321 (1960) 


Summary 


Despite the considerable morphological and physiological differences 
in the 3 main human types, the stereochemical specificity of the liver 
esterase is, within certain limits, the same in representatives of the 
negroid, mongoloid and caucasian races. 

This finding fits in with previous results, i. e., this specificity is a 
characteristic of genus. 


Prof. Dr. E. Bamann, Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der 
Universitat Miinchen, Miinchen 15, PettenkoferstraBe 14a. 
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Stoffwechsel der DL-Pipecolinséure bei den Vertebraten 
Von 


Paul Boulanger und Roger Osteux 


Aus dem Laboratoire de Chimie Biologique, Faculté de Médecine et de Pharmacie, et Institut de 
Recherches sur le Cancer, Lille, Frankreich 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juni 1960) 


Herrn Professor Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburistage 


Der Stoffwechsel des Lysins bei den héheren Lebewesen, der vor 
12 Jahren noch so gut wie unbekannt war, ist heute dank der Anwendung 
radioaktiv markierter Molekiile nahezu vollig aufgeklart. Als Haupt- 
abbauweg des Lysins wird heute die nachstehende Reaktionsfolge ange- 
sehen!?: 











CH,NH, "4 
[CH,]s | a | | 
| —> | HC C—CO,H Naa N 
CHNH, ae ‘N 0 CO,H ‘ 
l HN O My 
CO.H a ss gh 
Lysin a-Keto-e-amino- A'-Piperidein-carbon- 
adipinsiure siure-(2) | | 
CO,H ra y \w/ \co.H 
| Ne i P H 
wee | | ae | i Pipecolinsiure 
aes HC ZN ages 
CHNH, \\ NH, CO,H Nw \co,H 
| 
CO,H a al 
a-Amino- a-Amino-adipinsiure- A'-Piperidein-) 
adipinsaure semialdehyd carbonsiure-(6 


Die Ubertragung der e-Aminogruppe in die «-Position, die als inner- 
molekulare Transaminierung aufgefaBt werden kann, wurde von Roth- 
stein und Miller® auf Grund des folgenden Befundes angenommen: 
Sie isolierten nach intraperitonealer Injektion von Lysin-[e-15N] an Rat- 
ten aus dem Harn markierte Pipecolinsiiure und «-Amino-adipinsaure ; 
die letztere war allerdings nur sehr schwach markiert. 

Die Richtigkeit dieser Auffassung kann nur durch das Studium des 
Schicksals von markierter Pipecolinsaure in vivo und in Gewebehomoge- 








1 J.S.Fruton u. §.Simmonds, General Biochemistry, S. 808ff., John 
Wiley & Sons, Inc., New York 1958; P. Boulanger in Biochimie comparée des 
Acides aminés basiques, S. 113ff., Colloque Intern. du Centre National de la Re- 
cherche Scientifique, Paris 1960. 

2 M. Rothstein u. L. L. Miller, J. Amer. chem. Soc. 75, 4371 [1953]; 76, 
1459 [1954]; J. biol. Chemistry 211, 851 [1954]. 
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naten bestiatigt werden. Unsere Versuche dariiber waren im Gange, als 
zunichst eine vorliufige Mitteilung und schlieBlich eine ausfiihrliche 
Veréffentlichung von Rothstein und Greenberg? iiber den Stoff- 
wechsel von Pipecolinsiure-[2-14C] erschien, deren Ergebnisse hier kurz 
wiedergegeben seien: 


DL-Pipecolinsaéure-[2-4C] wird bei der Ratte in vivo mit maBiger Geschwin- 
digkeit oxydiert (22% in 11Stdn., bezogen auf die L-Form); 65% der Radio- 
aktivitat fanden sich im Urin hauptsachlich in Form von Pipecolinsdéure wieder, 
welche die Autoren als das nicht umgesetzte p-Isomere ansehen. Das aus dem Urin 
isolierte Glutarat (nach intraperitonealer Gabe von 350 mg nichtmarkierter Glutar- 
siure als Trager) war ebenfalls radioaktiv (10 Imp. Min.—!mg~}). 

Durch Inkubation von Rattenlebermitochondrien mit Pipecolinsaiure-[2-“C | 
und einem Uberschu8 von nichtmarkierter L-x-Amino-adipinsiure konnte mar- 
kierte L-x-Amino-adipinsdure erhalten werden; dabei war die Radioaktivitét zum 
Teil in der Carboxylgruppe lokalisiert (was nicht mit dem vorgeschlagenen Re- 
aktionsschema iibereinstimmt). Da das Produkt nicht rein erhalten werden konnte 
(Verunreinigung eventuell mit Glutaminsiure?), wurde es zum Beweis, daB die 
x-Amino-adipinséure selbst radioaktiv war, durch Schmidtschen Abbau in 
Ornithin iibergefiihrt: Das Ornithin enthielt tatsichlich “C, und seine Carboxy]- 
gruppe war praktisch nicht markiert. Die Menge der insgesamt wiedergefundenen 
Radioaktivitaét («-Amino-adipinséure + Ornithin) betrug etwa 0,5°%, berechnet 
auf die eingesetzte L-Pipecolinsaiure-[2-“C]. Rothstein und Greenberg fanden 
im Reaktionsmedium auBerdem noch eine unbekannte Aminosiaure, die ein wichtiges 
Reaktionsprodukt der Pipecolinsiure zu sein scheint (10°, der eingesetzten 
Radioaktivitat). 

Die Oxydation von Pipecolinsiéure, «-Amino-adipinsiure und Glutarsaure 
durch Rattenlebermitochondrien wurde andererseits durch Bestimmung des ge- 
bildeten 4CO, bewiesen ; Adenosintriphosphat, Athylendiamin-tetraacetat und Mg?° 
aktivieren diese betrachtlich. 


Da die Ergebnisse unserer Versuche nicht ganz in Einklang mit die- 
sen Befunden stehen und gegen eine rasche Umwandlung von A!-Piperi- 
deincarbonsiure-(2) in A!-Piperideincarbonsiiure-(6) sprechen, méchten 
wir im folgenden dariiber berichten. 


Methodik 
1. In-vivo-Versuche 

Mannliche Wistar-Ratten von etwa 200 g Kérpergewicht wurden zunachst mit 
einer Grunddiat unter Zusatz folgender Antibiotica ernahrt: Tetracyclin, Penicillin, 
Nystatin und Sulfaguanidin. Die Sterilitaét der Ausscheidungen wurde taglich vor, 
wahrend und nach den Versuchen kontrolliert. Durch dieses Vorgehen werden 
eventuelle Veranderungen durch bakterielle Prozesse im Tier wie auch im bereits 
ausgeschiedenen Harn vermieden. 

Die Versuchstiere erhielten durch intraperitoneale Injektion entweder: 

a) DL-Pipecolinsaure-[u-C]*, entsprechend 980 000 Imp./Min. (s.u.) und 5 mg 
nichtmarkierte pL-Pipecolinsiure mit oder ohne Zusatz eines Uberschusses von 
nichtmarkierter «-Amino-adipinsaure ; 
oder 

b) u-Lysin-[u-4C], entsprechend 292000 Imp./Min. und 25 mg nichtmarkiertes 
L-Lysin. 


3 M. Rothstein u. D. M. Greenberg, J. Amer. chem. Soe. 81, 4756 [1959]; 
J. biol. Chemistry 285, 714 [1960]. 
* u = uniform markiert. 
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Die Ratten wurden niichtern in Stoffwechselkafige gebracht (Wasser ad libitum) 
und der Harn wurde 8, 24 und 48 Stdn. nach der Injektion gesammelt. 

Die Harnproben wurden durch eine Kationenaustauscher-Saule (Permutit 50) 
geschickt und das ammoniakalische Eluat (In NH,OH) wurde, ebenso wie der mit 
dem Waschwasser vereinigte Durchlauf (neutrale und saure Verbindungen) der 
Papierelektrophorese in einem fliichtigen Puffer von py3,9 unterworfen. Die radio- 
aktiven Banden wurden durch Autoradiographie und durch Vergleich mit Test- 
aminosauren, die am Rande aufgetragen worden waren, festgelegt; sie wurden aus- 
geschnitten, eluiert (ein aliquoter Teil des Eluats diente zur Messung der Radio- 
aktivitat) und durch zweidimensionale Papierchromatographie in Butanol/Essig- 
siure/Wasser 4:1:5 und in Phenol (Atmosphare: 3°, NH;) durch Vergleich mit Test- 
substanzen identifiziert. Entwickelt wurde durch Autoradiographie und durch 
Aminosaure-Reagenzien (Ninhydrin, Isatin). 


2. In-vitro-Versuche 

Die Lebern von Ratten oder Truthihnen wurden homogenisiert (Ultra-Turax) 
und der Brei in Warburg-GefaBen in Sauerstoffatmosphaire in Gegenwart von 
Adenosintriphosphat und Mg?®-Ionen mit dem radioaktiven Substrat (DL-Pipecolin- 
siure-[u-4C], 172500 Imp./Min. oder t-Lysin-[u-“C], 168000 Imp./Min.) unter Zu- 
satz von einigen Milligrammen nichtmarkierten Substrates und gegebenenfalls eines 
Uberschusses des erwarteten nichtmarkierten Metaboliten (x-Amino-adipinsaure, 
Pipecolinsdure) bei 37° inkubiert. Nach 90 Min. wurde mit Athanol/Eisessig 98:2 
enteiweiBt, zentrifugiert und der Niederschlag 3 mal mit Athanol/Hisessig gewaschen. 
Der Uberstand und die Waschfliissigkeiten wurden auf eine Permutit-50-Saule ge- 
geben, die zuvor mit 70proz. Athanol gewaschen worden war. Der mit dem Wasch- 
wasser vereinigte Durchlauf und das ammoniakalische Eluat(ln NH,OH) wurden 
wie oben beschrieben behandelt. 


3. Darstellung von DL-Pipecolinsaure-[u-“C] 

pDL-Pipecolinsaéure-[u-44C] wurde durch Desaminierung von t-Lysin-[u-4C] 
mittels gereinigter L-Aminosiure-Oxydase aus Truthahnleber und anschlieBende 
Reduktion des Produktes mit Wasserstoff in Gegenwart von Platin (nach Adams) 
hergestellt*. Die Reinigung erfolgte durch Elektrophorese in fliichtigem Puffer bei 
pH3,9, Wiedergewinnung der radioaktiven, den ,,neutralen“ Aminosiuren ent- 
sprechenden Bande und anschlieBende priparative Papierchromatographie in 
Butanol/Essigsiure/Wasser 4:1:5. Bei der zweidimensionalen Papierchromato- 
graphie (s. unter 1.) erwies sich das Produkt als einheitlich. 


Ergebnisse 
1. Versuche an steril gehaltenen Ratten 


Bei der Elektrophorese der ,,Aminosiure-Fraktion‘‘ (ammoniakali- 
sches Eluat von der Permutit-50-Siule) aus dem Harn von Ratten, die 
DL-Pipecolinsiaure-|[u-1!4C] intraperitoneal erhalten hatten, beobach- 
teten wir — neben einer manchmal auftretenden sehr schwachen Bande 
in der basischen Zone — eine stark radioaktive Fraktion im Bereich der 
neutralen Aminosiuren (Abb. 1). Eine zweidimensionale Papierchromato- 
graphie zeigte, daB diese Fraktion als einzige radioaktive Verbindung 
Pipecolinsaure enthielt (Abb. 2). 

Die Fraktion neutraler und saurer Verbindungen (Durchlauf + 
Waschwasser der Siule) enthielt Spuren radioaktiver Verbindungen, die 
nicht identifiziert wurden. 


* P. Boulanger u. R. Osteux, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 284, 1409 
[1952]; 285, 524 [1952]; Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 21, 552 [1956]. 
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Abb. 1. Autoradiographie des 
Elektropherogramms der,, Ami- 
nosdure-Fraktion“ aus Ratten- 
harn nach i. p. Verabreichung 
von p1i-Pipecolinsaéure- [u-“C}, 
Der Harn wurde an Permutit 50 
chromatographiert und mit In 
NH,OH eluiert. Elektropho- 
rese des Eluats bei 53,9. 


Abb. 2. Zweidimensionaies Pa- 
pierchromatogramm eines Teils 
der radioaktiven Bande aus 
Abb. 1. Autoradiogramm. Der 
einzige Fleck entspricht in sei- 
ner Lage dem von authentischer 
Pipecolinsaure. 


Abb.3. Zweidimensionales Chromatogramm der wie bei Abb. 1 erhaltenen ,,neutralen 
Bande“‘ aus Rattenharn nach i. p. Verabreichung von t-Lysin-[u-!4C]. Autoradio. 
gramm: 1 = sehr schwacher Fleck in der Zone der Aminodicarbonsaéuren (im Misch- 
chromatogramm nicht identisch mit «-Amino-adipinsaiure); 2 und 3 = nicht identi- 
fizierte Flecken (im Bereich der «-Keto-w-aminosiuren; 4 = Pipecolinsaure. Die 
Aufnahme wurde durch Montage von vier Autoradiogrammen hergestellt: Die radio- 
aktiven Flecken des urspriinglichen Chromatogramms wurden ausgeschnitten und 
getrennt ein zweites Mal chromatographiert; dadurch wird das Resultat erheblich 


verbessert. 


Abb. 4. Autoradiographie des Elektropherogramms (py3,9) eines Ansatzes von Trut- 

hahnleber-Homogenat mit L-Lysin-[u-4C] nach EnteiweiBung. A: ,,neutrale‘* Amino- 

siuren; C: basische Aminosaduren (nicht umgesetztes Lysin); B: nicht identifizierte 

Bande. Man sieht auch einige schwach radioaktive Banden in der Nahe von B und 

in der anodischen Zone. Fast regelmaBig findet sich in der Nahe von A, zwischen A 
und der Startlinie, auf dieser Abbildung nicht sichtbar, eine Bande A’. 


Abb. 5. Zweidimensionales Papierchromatogramm eines Teils der Bande A aus Abb. 4. 
Autoradiogramm. Der einzige Fleck entspricht in seiner Lage dem von authenti- 


scher Pipecolinsaure. 


Abb. 6. Zweidimensionales Papierchromatogramm der gesamten Bande A’ (vgl. 


Legende zu Abb. 4). cAAD = «-Amino-adipinsaure. 
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Ein etwas anderes Bild zeigten die Ergebnisse nach Verabreichung 
von L-Lysin-[u-14C] (Abb. 3): Die neutrale Bande bei der Elektro- 
phorese ergab bei der zweidimensionalen Papierchromatographie vier 
Flecken, deren stairkster (etwa */, der Radioaktivitait der Fraktion) der 
Pipecolinsiure entspricht. Zwei viel schwichere, nicht identifizierte 
Flecken lagen in der Zone, in der man gewohnlich «-Keto-w-aminosiuren 
findet; der vierte Fleck lag ganz nahe dem Platz der «-Amino-adipin- 
siure ; er trennt sich aber im Mischchromatogramm etwas von der authen- 
tischen Probe. Aus friiheren Befunden ist jedoch bekannt, daB die Ver- 
abreichung eines Uberschusses von L-Lysin die Ausscheidung relativ 
groBer Mengen «-Amino-adipinsiure zur Folge hat® und daB man bei der 
Ratte nach gleichzeitiger Injektion von L-Lysin-[e-15N] und einer groBen 
Menge nichtmarkierter «-Amino-adipinsiure im Harn schwach markierte 
«-Amino-adipinsiure findet?. 


2. Versuche mit Gewebehomogenaten 


Nach Inkubation von Rattenleberhomogenat mit DL-Pipecolin- 
siure-[u-!4C] findet man in allen Fillen eine betrachtliche Menge von 
nicht umgewandeltem Substrat. Der Durchlauf vom Austauscher enthilt 
in geringer Menge einige nicht identifizierte Verbindungen. Im ammo- 
niakalischen Eluat (Aminosiure-Fraktion) befinden sich auBer Pipe- 
colinsiure nur Spuren radioaktiver Verbindungen, die nach Elektro- 
phorese bei px3,9 in der basischen Zone und in der der w-Aminosiuren 
liegen. Dariiber hinaus findet man auf der anodischen Seite des Phero- 
gramms eine radioaktive Bande jenseits der Stelle fiir Asparaginsiure. 
Im zweidimensionalen Papierchromatogramm ergibt diese Bande zwei 
Flecken, deren einer mit dem authentischer «-Amino-adipinsiure iiber- 
einstimmt. Das vdéllig verschiedene Verhalten in der Elektrophorese 
schlieBt jedoch das Vorhandensein von radioaktiver «-Amino-adipin- 
saure aus. 


DaB beim gleichen Versuch, mit markiertem Lysin ausgefiihrt, so- 
wohl Pipecolinsiiure als auch «-Amino-adipinsiure mit Markierung ent- 
stehen, ist bekannt®. Die Homogenate aus Truthahnleber zeigen mit 
L-Lysin-[u-!4C] analoge Ergebnisse, wobei die Bildung von Pipecolinsiure 
stark vorherrscht (Abb. 4, 5 und 6); das gleiche gilt fiir Nierengewebe des- 
selben Tieres, wo man praktisch nur Pipecolinsiure identifizieren kann. 
In beiden Fallen entdeckt man ein radioaktives Produkt vom elektro- 
phoretischen Verhalten der m-Aminosiéuren, dessen Natur noch nicht 
aufgeklirt ist. 


5 P. Boulanger u. G. Biserte, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 232, 1451 
[1951}. 

®° H. Borsook u. Mitarbeiter, J. biol. Chemistry 178, 421 [1948]; 176, 1383, 
1395 [1948]; P. Boulanger u. R. Osteux, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 239, 
458 [1954]. 
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Diskussion 
Unsere Versuche zeigen, daB bei Einsatz von DL-Pipecolinsiure- 
[u-14C] in vivo wie auch in vitro keine Bildung von markierter «-Amino- 
adipinsiure nachzuweisen ist, wihrend unter gleichen Bedingungen aus 
L-Lysin-[u-4C] sowohl Pipecolinsiure als auch «-Amino-adipinsiure mit 
Markierung entstehen; dabei ist die Radioaktivitit der erstgenannten 
Verbindung allerdings viel starker. 


Man kénnte diese Befunde durch die Annahme erkliren, daB Pipe- 
colinsiiure rasch gebildet wird, diese aber nur langsam zu «-Amino- 
adipinsiure weiterreagiert, welche ihrerseits rasch abgebaut wird: Unter 
diesen Umstiinden wiire es schwierig, das Zwischenprodukt zu fassen. 
Bevor man aber solche Annahmen macht, sollte die Méglichkeit fiir einen 
andersartigen Abbauweg des Lysins, der nicht unbedingt iiber die Stufe 
der Pipecolinsaure fiihrt, ausgeschlossen werden. In der Tat bestehen 
schwerwiegende Bedenken gegen die Isomerisierungsreaktion: A!-Piperi- 
deincarbonsiure-(2) > 41-Piperideincarbonsiure-(6). 

Bei den niedrigeren Homologen wird dieser Vorgang als sehr un- 
wahrscheinlich angesehen: Meister’ hat nimlich gezeigt, daB von den 
Isomeren A!-Pyrrolincarbonsiure-(2) und 41-Pyrrolincarbonsiure-(5) nur 
die letztere von einer E'scherichia-coli-Mutante verbraucht wird. Anderer- 
seits werden die beiden Isomeren von verschiedenen Enzymen reduziert : 
Wenn auch manche Gewebe ein enzymatisches System enthalten, das 
gegeniiber beiden Isomeren aktiv ist, so reduziert das aus Rattenniere ge- 
reinigte Enzym ausschlieBlich A!-Pyrrolincarbonsiure-(5), wihrend da- 
gegen eine Newrospora-crassa-Mutante nur A}-Pyrrolincarbonsiure-(2) 
reduziert®. Die durch Transaminierung ausgeléste Umsetzung von y-Hy- 
droxy-ornithin zu Pyrrolearbonsiure-(2) wird ebenfalls als unvereinbar 
mit der gegenseitigen Umwandelbarkeit der beiden Isomeren angesehen®. 
Weiterhin ist auch eine spontane Verlagerung der Doppelbindung wenig 
wahrscheinlich?®, besonders im Sinne der Gleichung A!-Piperideincarbon- 
siure-(2)—> A1-Piperideincarbonsiure-(6), da die erstere sicher stabiler ist 
als die letztere. 

In diesem Zusammenhang sind die Versuche von Schweet, Holden 
und Lowy" tiber den Lysinstoffwechsel bei Neurospora crassa von Inter- 
esse. Der Abbau verliuft bei diesem Organismus ebenfalls iiber die Stufe 
der Pipecolinsdure. «-Amino-adipinsiiure aber findet sich nur beim Auf- 
bauweg: Einige Lysin-Mangel-Mutanten kénnen nimlich entweder Lysin 
selbst verwerten oder Lysin und e-Hydroxy-norleucin(«-Amino-e-hydro- 


7 A. Meister, J. biol. Chemistry 206, 577 [1954]. 

8 A. Meister u. 8. D. Buckley, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 28, 
202 [1957]; A. Meister, A.N. Radhakrishnan u. S.D. Buckley, J. biol. 
Chemistry 229, 789 [1957]. 

® A. N. Radhakrishnan u. A. Meister, J. biol. Cherhistry 226, 559 [1957]. 

10 B. Pullmann, persdénliche Mitteilung, 1956. 

11 R.S8. Schweet, J.T. Holden u. P. H. Lowy, Federation Proc. 18, 293 
[1954]; J. biol. Chemistry 211, 517 [1954]. 
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xy-capronsiure) oder diese beiden Verbindungen und «-Amino-adipin- 
siure. Andererseits fiihrt die Kultur in Gegenwart von L-Lysin-[1-“C] 
nur zur Anhiufung stark radioaktiver L-Pipecolinsiure in der Kultur- 
fliissigkeit, auch wenn man «-Amino-adipinsiure als Triger hinzufiigt. 
Die Umwandlung Lysin-— Pipecolinsiure ist nicht reversibel. Dagegen 
kann A!-Piperideincarbonsiure-(2) (das nicht reduzierte Desaminierungs- 
produkt) in Lysin umgewandelt werden. SchlieBlich soll aus «-Amino- 
e-hydroxy-capronsiure nach Oxydation der Semialdehyd der «-Amino- 
adipinsaiure entstehen”, und diese Verbindung wiirde dann das Zwischen- 
glied zwischen Lysin und allen seinen Vorstufen darstellen. Die beiden 
Stoffwechselwege iiber Pipecolinsiure und «-Amino-adipinsiure sind 
demnach bei Neurospora crassa vollig voneinander verschieden. 

Wenn man all diese friiheren Befunde zusammen mit unseren Ergeb- 
nissen betrachtet, so scheint die Frage nach der Stellung der Pipecolin- 
siiure und der «-Amino-adipinsiure im Stoffwechsel des Lysins bei den 
Wirbeltieren noch nicht endgiiltig gelést zu sein. Neue Versuche, beson- 
ders mit markierter L-Pipecolinsiiure sind notwendig, um alle Méglich- 
keiten fiir Fehlschliisse auszuschalten. In der Tat wei man, daB Prolin 
verschiedene Oxydationsprodukte geben kann, je nachdem welches 
enzymatische System und auch welches der optischen Isomeren eingesetzt 
wird! Die Identifizierung der unbekannten radioaktiven Verbindungen, 
die aus Lysin oder Pipecolinsiure entstanden und die im Urin sowie im 
Homogenat gefunden wurden, kénnten ebenfalls dazu beitragen, die noch 
unklaren Anschauungen iiber das Schicksal des Lysins bei den héheren 
Lebewesen zu erhellen. 


Zusammenfassung 


Nach intraperitonealer Injektion von DL-Pipecolinsiure-[u- 
4C}* an Ratten wurde als einzige radioaktive Verbindung im Urin Pipe- 
colinsiiure nachgewiesen, auch wenn man gleichzeitig als Trager nicht- 
markierte «-Amino-adipinsiure verabreichte. Bei Inkubation von DL- 
Pipecolinsiure-[u-4C] in Gegenwart von Rattenleber-Homogenat mit 
oder ohne «-Amino-adipinsiure als Triger fand man hauptsichlich un- 
verinderte Pipecolinsiure und Spuren von nicht identifizierten radio- 
aktiven Verbindungen, von denen eine im zweidimensionalen Chromato- 
gramm der «-Amino-adipinsiure entsprach, sich bei der Elektrophorese 
jedoch viel saurer als die Aminodicarbonsiuren verhielt. Wie bekannt- 
lich® mit Rattenleber-Homogenat, entsteht unter den gleichen Bedin- 
gungen auch mit Truthahnleber-Homogenat aus markiertem Lysin 
sowohl markierte Pipecolinsiure als auch «-Amino-adipinsiure. 

Die Befunde sind nicht ganz in Einklang mit denen von Rothstein 
und Miller? und stiitzen nicht die Annahme einer raschen Isomerisierung 


* u = uniform markiert. 
2 T. Yurau. H. J. Vogel, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 24, 648 
[1957]. 
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A}-Piperideincarbonsiure-(2)-> A}-Piperideincarbonsiure-(6) mit Pipeco- 
linsiure als Zwischenprodukt. Letztere scheint, wenn nicht ein Endprodukt 
des Lysinabbaus, so doch mindestens ein recht wenig aktiver Metabolit 
zu sein. 


Summary 


After the intraperitoneal injection of {u-'C] DL-pipecolic acid into 
rats, with or without the simultaneous administration of unlabelled «- 
aminoadipic acid as carrier, the only radioactive compound founed in the 
urine was pipecolic acid. When [u-!4C] DL-pipecolic acid was incubated 
with rat liver homogenate, with or without «-aminoadipic acid as carrier, 
most of the pipecolic acid was recovered unchanged together with traces 
of unidentified radioactive compounds. One of these compounds corre- 
sponded to «-aminoadipic acid in two dimensional chromatography, but 
in electrophoresis behaved as a much more acidic compound than amino- 
dicarboxylic acids. The known® conversion of labelled lysine into pipe- 
colic acid and «-aminoadipic acid in rat liver homogenate has been found 
to occur under the same conditions also in turkey liver homogenate. 

The findings are not in complete agreement with those of Rothstein 
and Miller? and do not support the proposed rapid isomerisation: 
A}-piperideine-2-carboxylic acid > A1-piperideine-6-carboxylic acid, with 
pipecolic acid as intermediate. The latter appears, if not an end product 
of lysine degradation, to be at least a very unreactive metabolite. 


Professor Dr. Paul Boulanger, Laboratoire de Chimie Biologique, Faculté de 
Médecine et de Pharmacie, Place de Verdun, Lille (Nord), Frankreich. 
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Ein Gerat zur gleichzeitigen Steuerung 
der Strémungsgeschwindigkeit und des Fraktionssammlers 
fiir die Saulenchromatographie 


Von 
C. J. O. R. Morris 
Aus dem Department of Experimental Biochemistry, The London Hospital Medical College, London, 
E. I., England 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1960) 


Herrn Professor Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburtstag gewidmet 


Wohl der wichtigste Fortschritt in der Geschichte der Siulenchro- 
matographie seit ihrer Wiederentdeckung durch Kuhn und Lederer! 
im Jahre 1931 war die Einfiihrung der sogenannten ,,Elutions-Chromato- 
graphie“, bei der die einzelnen auf der Siule getrennten Zonen nach- 
einander im Eluat erscheinen und aus der fliissigen Phase isoliert werden 
kénnen. 

Zur rationellen Anwendung dieser Methode muBten Fraktions- 
sammler entwickelt werden, mit deren Hilfe die aus der Saule austretende 
Fliissigkeit in eine Anzahl kleiner Fraktionen von annihernd gleichem 
Volumen aufgeteilt wird. Zahlreiche Typen solcher Fraktionskollektoren 
wurden beschrieben, in denen die Fraktionen nach bestimmten Zeit- 
abschnitten*, nach einer festgelegten Tropfenzahl* oder beim Erreichen 
eines definierten Volumens‘ gewechselt werden. All diese Modelle haben 
Vor- und Nachteile. Die auf Zeitbasis beruhenden Gerite sind ungenau, 
wenn sich wihrend des Versuchs die DurchfluBgeschwindigkeit durch die 
Saule andert; die fiir gleiche Tropfenzahl oder gleiche Volumina einge- 
richteten Apparate liefern unregelmaBige Ergebnisse, sobald sich Ober- 
flichenspannung, Viskositét und Dichte des Eluats andern, was meist 
dann der Fallist, wenn die einzelnen Komponenten aus der Saule austreten. 

Versuche in unserem Laboratorium iiber die Chromatographie von 
Proteinen in konzentrierten Salz- und Harnstofflésungen veranlaBten uns, 
nach einem Fraktionssammler zu suchen, bei dem die Volumina der 
Fraktionen nicht von den Eigenschaften des Eluates abhingen. Das im 





1 R. Kuhn u. E. Lederer, Naturwissenschaften 19, 306 [1931]; Ber. dtsch. 
chem. Ges. 64, 1349 [1931]. 

2 L. Hough, J. K.N. Jones u. W. H. Wadman, J. chem. Soc. [London] 
1949, 2511. 

3 W. H. Stein u. S. Moore, J. biol. Chemistry 176, 337 [1948]. 

4 C. Mader u. G. Mader, Analytic. Chem. 25, 1423 [1953]. 
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folgenden beschriebene Geriit entspricht diesen Anforderungen und be- 
sitzt einen weiten Anwendungsbereich; es ist in der Abbildung schema- ph 
tisch dargestellt. flr 
ge 
so! 
Ve 
au 
zu 
de 
mi 
B sal 
0,1 
y M Schematische Darstellung 
des Gerates. 
, fra 
M = Synchron-Elektromotor, A, B, C, D und E sind Zahnrader des Getriebes; 
P = peristaltische Pumpe; F = Nockenwelle; G = Nocken; H = Mikroschalter | 
fiir den Fraktionssammler; T = Siliconschlauch; S = Rotor; R = Rollen. i Lo 


P ist eine peristaltische Pumpe, die iiber den auswechselbaren Getriebesatz 
A, B, C, D von einem Synchron-Elektromotor M (1 U./Min.) angetrieben wird. 
In der schon von Crisp und De Broske® beschriebenen peristaltischen Pumpe 
wird die Flissigkeit durch Kompression des Siliconschlauches T mit Hilfe der auf © 
dem Rotor S angebrachten Rollen R angetrieben. Bei sorgfaltiger Ausfiihrung | 
kénnen solche Pumpen konstante Volumina (+ 2%) pro Umdrehung férdern. 
Durch Variation der lichten Weite des Schlauches T kann die Férderleistung ver- 
andert werden; gewoéhnlich betragt sie 0,5 m/ pro Umdrehung. Durch Umschalten 
des Getriebes kann die Pumpengeschwindigkeit von 0,1—10 U./Min. variiert werden. 
Die Pumpe befoérdert das Lésungsmittel aus dem Vorratsgefa8 zum Saulenkopf. 
Thre Leistung reicht zur Uberwindung des Druckes von 1—-2 m Wassersaule aus. 
_ Die Pumpenwelle betreibt die Welle F iiber eine im Verhaltnis 1:4 reduzierende 
Ubersetzung E. F tragt einen Nocken G, der den Mikroschalter H betatigt. H seiner- 
seits gibt das Signal zum Transport der Fraktionssammler-Drehscheibe. Das Auf- 
fanggefaB fir das Eluat wird auf diese Weise nach jeweils vier Umdrehungen der 
Pumpe gewechselt, also immer wenn 2,0 m/ Lisungsmittel die Sule passiert haben. 
Das Volumen der gesammelten Fraktionen kann durch Verwendung eines zwei- 
seitigen Nockens (1-ml-Fraktionen) oder durch Anderung der Ubersetzung bei E 
variiert werden. Es ist von der DurchfluBgeschwindigkeit durch die Saule un- 
abhangig. 
Das Gerat hat folgende Vorteile : 


1. Die DurchfluBgeschwindigkeit durch die Siule ist wihrend des 
Versuches konstant, kann jedoch leicht durch Umschalten des Gang- 
getriebes A, B, C, D von 3—300 ml/Stde. veriindert werden. 


5 L. R. Crisp u. J. M. E. De Broske, Rev. sci. Instruments 23, 381 [1952]. 
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2. Das Volumen der Fraktionen ist konstant und nicht von den 
physikalischen Eigenschaften des Siuleneluates sowie von der Durch- 
flu8geschwindigkeit abhiangig. 

3. Das untere Siéulenende kann ohne Zwischenschaitung von Hilfs- 
geriiten direkt tiber dem Auffanggefai8 angebracht werden. Dies ist be- 
sonders dann wichtig, wenn eine Komponente des Eluates infolge von 
Verdunstung des Lésungsmittels kristallisiert. Bei Bedarf kann das Eluat 
auch direkt in einem gekihlten GefiB aufgefangen werden. 

4. Das Geriit ist besonders fiir Gradienten-Elutions-Chromatographie 
zu empfehlen, da der Apparat zur Herstellung des Gradienten in Héhe 
des Arbeitstisches angebracht werden kann. Der Wechsel des Lésungs- 
mittels von Hand wird dadurch erleichtert. 

5. Das Gerait kann bei Verwendung handelsiiblicher Fraktions- 
sammler fiir das Arbeiten in fast jedem MafSstab mit Fraktionen von 
0,1—50 ml verwendet werden. 


Summary 


An apparatus for simultaneous regulation of the flow rate and the 
fraction collector in the column chromatography has been described. 


Proj. Dr. C. J.O. R. Morris, Department of Experimental Biochemistry, The 
London Hospital Medical College, Turner Street, London, E. I., England. 
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Versuche zur 
Isolierung des Kallikrein-Inaktivators, IP 
Elekwophoretische Reinigung und Molekulargewichtsbestimmung 
in der Ultrazentrifuge 
Von 
H. Kraut, W. Korbel, W. Scholtan und F. Schultz 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Erniihrungsphysiologie, Dortmund, 
und den Laboratorien der Farbenfabriken Bayer AG in Leverkusen und Wuppertal-Elberfeld 


_ (Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juni 1960) 


Herrn Prof. Dr. R. Kuhn zum 60. Geburtstag 


Extrakte aus Ohrspeicheldriisen von Rindern mit 7Oproz. essig- 
saurem Athanol, die je Kallikrein-Inaktivator-Einheit (KIE) ein 
Trockengewicht von 2 bis 3 y aufwiesen, lieben sich durch fraktionierte 
Fallung und Lésung mit Athanol und Aceton so weit reinigen, dab 
1 KIE nur noch ein Trockengewicht von ungefiihr 0,2 y besaBt. Die Aus- 
beute war allerdings gering. Das Priparat hatte einen Stickstoffgehalt 
von 11,8% und lieferte nach Hagedorn-Jensen 22,4% reduzierende 
Substanzen, berechnet als Glucose. Bei der elektrophoretischen Unter- 
suchung im Elphor H zeigte sich eine Wanderung iiber ein breites Gebiet 
zur Kathode. 

Fir die weitere Untersuchung standen uns Priiparate der Farben- 
fabriken Bayer AG zur Verfiigung, deren Reinheitsgrad zwischen 1 und 
2 y je KIE lag. Sie zeigten nach der Papierelektrophorese im Pherograph 
nach Wieland und Pfleiderer (1800 V., 20mA; 60 Min.; Pyridin- 
Eisessig-Puffer von pu4,7) bei Anfirbung mit Ninhydrin nur noch 
kathodisch wandernde Komponenten, wiihrend wir bei derselben Ver- 
suchsanordnung mit dem in unserer II. Mitteilung beschriebenen 
reinsten Praparat auf der Anodenseite mehrere Flecke, eine starke 
Farbung nahe der Auftropfstelle und einen weiteren schwachen Fleck 
auf der Kathodenseite fanden, der etwa 5 cm von der Auftropfstelle 
entfernt war. 

Daraus geht hervor, daf eine Trennung der Komponenten durch 
Hochspannungs-Elektrophorese méglich ist. Eine priiparative Darstel- 
lung des Inaktivators durch horizontale Elektrophorese im Pherographen 
auf starkem Papier oder auch unter Verwendung einer Stirkeschicht 
war infolge der geringen Ausbeuten nicht durchfiihrbar. Wir verwendeten 
daher die vertikale Hochspannungs-Elektrophorese im Elphor VaP nach 
Gra8Bmann und Hannig, welche sich fiir die priiparative Darstellung 
des Inaktivators als sehr geeignet erwies. 








1 TI. Mitteil.: H. Kraut u. R. Korbel-Enkhardt, diese Z. 312, 161 [1958]. 
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Als Trager diente die Pappe Binzer ,,Ederol‘* Nr. 230, die bei einer Breite von 
43 cm in 42 AuffanggefaiBe miindet. Als Puffer verwendeten wir ein Pyridin-Kis- 
essig-Gemisch von pH4,9 (89 ml Pyridin + 100 mi Eisessig in 30/7 Wasser). Die 
Zugabe des Inaktivatorpraparates erfolgte in der Mitte des Bogens bei einer Do- 
sierung von 1,5 ml je Stunde. Der Inaktivator wanderte dabei schwach kathodisch 
und fand sich bei einer Spannung von 600 bis 800 V und einer Stromstarke von 
65 bis 80 mA (Kiihlung auf + 1°) in den AuffanggefaBen Nr. 25 bis 30. Es erwies 
sich als zweckmaBig, beim 1. Durchgang des Inaktivators die Spannung nicht héher 
zu wahlen, da sonst leicht bewegliche Anteile in die Elektrodenraume einwanderten 
und beim Umpumpen sich wieder iiber das Papier verteilten. Nach dem 1. Durch- 
gang zeigte sich bei der Priifung im Pherographen, da8 die Praparate elektro- 
phoretisch noch nicht ganz einheitlich waren. Wir unterwarfen sie daher der Ge- 
friertrocknung, wobei der Pyridin-Hisessig-Puffer entfernt wurde. Der Reinheits- 
grad betrug nun 0,4 bis 0,6 y bei einer Ausbeute von 50 bis 60%. Beim 2. Durchgang 
kann die Spannung auf 800 bis 1000 V erhéht werden. Der Inaktivator findet sich 
dann in den GefaBen Nr. 32 bis 38, wandert also weiter nach der Kathode. 


Nach Erprobung der Methode wurde eine gréBere Menge angesetzt 
mit folgendem Verlauf: 2 Mill. KITE vom Reinheitsgrad 1,1 y wurden 
in 50 m/ Pufferlésung zum 1. Durchgang eingesetzt; Ausbeute 1250000 
KIE. Beim 2. Durchgang Ausbeute 1034000 KIE in insgesamt 6 Frak- 
tionen. Die Reinheitsgrade dieser Fraktionen lagen zwischen knapp 
0,2 bis 0,7 y je KITE. 

Die beiden Fraktionen vom Reinheitsgrad 0,2 y mit zusammen 
596000 KIE wurden vereinigt und zur Untersuchung verwendet. Im 
Pherographen erwies sich das Priparat als einheitlich. Mit Ninhydrin 
erhielten wir nur einen einzigen Fleck auf der Kathodenseite in geringem 
Abstand von der Auftropfstelle. 

Die chemische Analyse ergab einen Stickstoffgehalt von 16,6°%. 
Die Bestimmung der Glucose (enzymatisch nach Huggett und Nixon?) 
zeigte einen Gehalt von weniger als 1%. Wir nehmen an, dab es sich 
dabei noch um eine Verunreinigung handelt, vielleicht z.T. aus dem 
fiir die Elektrophorese verwendeten Papier. 

Das Priiparat wurde in der Ultrazentrifuge auf Einheitlichkeit ge- 
priift. Ferner wurde aus dem Sedimentations- und Diffusionsverhalten 
das Molekulargewicht bestimmt. 


Methodik 


Zur Untersuchung wurden verschieden konzentrierte Lésungen des Praparates 
in 0,.9proz. NaCl-Lésung verwendet. Die Temperatur betrug bei allen Messungen 
20,0°. Die Sedimentationsversuche wurden in der Spinco-Ultrazentrifuge unter 
Verwendung einer Phasenplatte durchgefiihrt. Aus der zeitlichen Verinderung des 
Kurvenmaximums wurden die Sedimentationskoeffizienten 9, ,, berechnet. Bei 
den Archibald-Versuchen wurde die Lésung mit Siliconél unterschichtet. 

Da nur wenig Substanz zur Verfiigung stand, muBte auch die Diffusion der 
Substanz in der Ultrazentrifugenzelle bei kleiner Tourenzahl (12590 U./Min.) be- 
stimmt werden. Nur ein Diffusionsversuch konnte in der Diffusionsapparatur des 
Elektrophorese-Gerates Focal B ausgefiihrt werden. Aus der zeitlichen Verinderung 
des Konzentrationsgradienten wurde der Diffusionskoeffizient D , nach der Flachen- 
methode berechnet. 


2 A. St. G. Huggett u. D. A. Nixon, Biochem. J. 66, 12 P [1956]. 


7 * 














H. Kraut, W. Korbel, W. Scholtan u. F. Schultz, Bd. 321 (1960) 


92 
















































Aus den bei endlicher Konzentration gemessenen Diffusions- und Sedimen- 
tationskoeffizienten wurde durch lineare Extrapolation auf die Konzentration Null 
die Diffusionskonstante D, und die Sedimentationskonstante s, berechnet. Aus 
diesen Werten wurde das Molekulargewicht der Substanz nach der Svedberg-Formel 
ermittelt. 

Zur Bestaétigung dieser Berechnung wurde das Molekulargewicht ferner nach 
der Archibald-Methode aus Sedimentationsversuchen ermittelt. Die Kenntnis der 
Diffusionskonstante ist dafiir nicht notwendig. Die Berechnung erfolgt nach der 
aus der Svedberg-Formel von Archibald abgeleiteten Gleichung: 

RT (dc/dz),, 


1—*Vo x, cw 





(1) 


Zur praktischen Berechnung des Molekulargewichts benutzten wir eine aus dieser 
Formel abgeleitete Naherungsgleichung. Sie lautet: 





a vil 7m — (2) 
~ 1—*Vo 2,07 A P 
In den Gleichungen 1 und 2 und in den spateren Ausfiihrungen bedeuten: 

R = Gaskonstante = 8,313 - 10’ erg/Mol 

T = absol. Temperatur = 293° K 

*y = partielles spezif. Volumen des Proteins = 0,749 

0 = Dichte der 0,9proz. NaCl-Lésung bei 20° = 1,0044 

(dc/dz)m = Konzentrationsgradient der Substanz am Meniskus 

c = Konzentration der Substanz am Meniskus 

z. = Abstand des Fliissigkeitsmeniskus vom Rotationszentrum 

Ly = Abstand des Zellbodens vom Rotationszentrum 

@ = Winkelgeschwindigkeit in Sek.—! 


Z =: Brechungsindex-Gradient an der Fliissigkeitsoberfliche (gemessen als 
Abstand der vergréBerten Philpot-Svensson-Aufnahme an der Fliissig- 
keitsoberflaiche von der Basislinie) 

m4 = VergréBerung durch die Optik der Ultrazentrifuge auf der Platte in der 
x-Richtung = 2,16 

VergréBerung der Platte auf der Zeichnung = 20 

Flache in cm?, die der in der Unterschichtungszelle erzeugte Konzen- 
trationsgradient bei gleicher Konzentration der Lésung und gleicher 
Winkelstellung auf der vergréBerten Philpot-Svensson-Aufnahme mit 
der Basislinie einschlieBt. 

Gl. 2 besitzt gegeniiber Gl. 1 den Vorteil, nur der Messung unmittelbar zu- 
gangliche GréBen zu enthalten. Weder der Konzentrationsgradient dc/dx noch der 
fiir seine Berechnung bendtigte spezifische Brechwert dn/dc, noch weniger leicht 
zugangliche VergréBerungsfaktoren (ZylinderlinsenvergréBerung) brauchen zahlen- 
maBig bekannt zu sein. 

Wird der Versuch nach einem von Elias* angegebenen Schnellverfahren so 
ausgefiihrt, daB nur geringe Konzentrationsinderungen auftreten (die kleiner als 
2% sind), so kann anstelle der zur Molekulargewichtsberechnung benétigten Kon- 
zentration an der Fliissigkeitsoberfliche die Gesamtkonzentration der Losung ver- 
wendet werden. Der dadurch verursachte Fehler ist dann nicht gréBer als 2%. 
In der Formel 2 wird die Konzentration in Flacheneinheiten A zur Berechnung 
verwandt. Man bestimmt die der jeweiligen Konzentration entsprechende Flache 
bei sonst gleichen Versuchsbedingungen in einem besonderen Versuch in der Unter- 
schichtungszelle. 

Den Brechungsindex-Gradienten z,, an der Fliissigkeitsoberflache bzw. den 


2 -Wert am Zellboden erhalt maw durch Extrapolation der z,-Werte aus den 


SS 
I Il 


3 H.-G. Elias, » Theorie und Praxis der Ultrazentrifugentechnik“*, Beckman 
Instruments GmbH, Miinchen 1958. 
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Philpot-Svensson-Kurven. Wir haben gefunden, da8 man dazu nicht den Brechungs- 
index-Gradienten z,, sondern besser die GréBe 1/z, in Abhangigkeit von der Ent- 
fernung vom Meniskus bzw. vom Zellboden auftrigt. Es ergeben sich dann nur 
wenig gekriimmte Linien, die sich besser extrapolieren lassen als die stark ge- 
kriimmten Kurven, die man erhalt, wenn man die GroRe z,, direkt auftragt. 

Eine Schwierigkeit der Auswertung besteht darin, bei der Entfernungsmessung 
vom Meniskus die Lage der Fliissigkeitsoberfliche genau zu lokalisieren, da sich 
dieser bei der Philpot-Svensson-Aufnahme nicht als Linie, sondern als Streifen ab- 
bildet. Wir haben fiir die Lage der Fliissigkeitsoberfliche nicht die Mitte dieses 
Streifens, sondern die der Lésung zugekehrte Begrenzung des Streifens genommen. 
Wiirde man die Mitte des Streifens der Berechnung zu Grunde legen, so wiirde 
sich ein entsprechend héheres Molekulargewicht ergeben. 


Ergebnisse 
Die Ergebnisse der Sedimentations- und Diffusionsversuche sind 
in Tab. 1 zusammengestellt. Als Molekulargewicht der Substanz ergibt 
sich nach der Svedberg-Formel ein Wert von 11600. 
Tab. 1. Physikalisch-chemische Eigenschaften des Kallikrein-Inaktivators. 








: Sedimentations- Diffusions- 
—— koeffizient in koeffizient D, “ me 
si Svedberg in cm?/Sek. 8,D 
1,0 1,28 15,2 
0,75 13,25* 
0,5 1,30 13,1 
0 1,32 11,0 11600 














* bestimmt in der Diffusionsapparatur. 

Der fiir die Auswertung der Archibald-Versuche benétigte Verlauf 
des Brechungsindex-Gradienten z, in der Niihe des Meniskus und des 
Zellbodens ist in Abb. 1 graphisch dargestellt. 
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Abb. 1. Verlauf des Brechungsindex-Gradienten z, in einer 0,75proz. Kallikrein- 


Tnaktivator-Lésung. Abszisse: Abstand vom Meniskus (links) bzw. vom Boden 
(rechts) in mm. Die Zahlen an den Kurven geben die Versuchsdauer in Min. an. 
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Die zu verschiedenen Zeitpunkten erhaltenen Kurven schneiden 
die durch den Meniskus bzw. den Zellboden festgelegte Ordinate alle in 
einem Punkt. Die z,-Werte werden nach Elias* durch Multiplikation 
mit dem Faktor x,/x, in effektive z,,.-Werte umgerechnet. Die fiir ver- 
schiedene Konzentrationen erhaltenen Werte sind in Tab. 2 zusammen- 
gestellt. 


Tab. 2. Konzentrationsabhangigkeit des Brechungsindex-Gradienten z,, bzw. 2, 
und des apparenten Molekulargewichts M. 

















Konzen- . Brechungsindex-Gradient 
‘ : Winkel- creas Mole- 
oo. nee 8 geschwin- ete kular- 
in 9/ chenein. | .digkeit. |" m'"> . gewicht 
70 heitem | 10-*- Rin Zp Zore z M 

1,00 119,2 2,55 0,910 | 3,77 | 4,15 | 3,78 | 3,78 8600 
0,75 89,4 1,74 0,962 | 2,17 | 2,22 | 2,14 | 2,16 9500 
0,50 59,6 3,55 0,895 | 3,22 | 3,56 | 3,18 | 3,20 10400 
0,25 29,8 4,59 0,902 | 2,22 | 2,44 | 2,20 | 2,21.| 11200 

0 11700 




















Wie aus der Tabelle hervorgeht, stimmen die z,,-Werte mit den aus 
den zp-Werten berechneten effektiven z,,-Werten praktisch iiberein. 
Fiir die nach Gl.°2 durchgefiihrte Molekulargewichtsberechnung wurde 
daher ein Durchschnittswert 2 beider Gréfen verwendet. 

Die Molekulargewichtsberechnung nach Gl. 2 liefert zunachst dic 
apparenten Molekulargewichte M,)). Den tatsiichlichen Wert des 
Molekulargewichts erhilt man dagegen durch Extrapolation von 1/.M,,, 
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Abb. 2. Konzentrationsabhangigkeit der reziproken apparenten Molekulargewichte 


44. 


auf die Konzentration Null. Aus Abb. 2 ergibt sich auf diese Weise fiir 
das Molekulargewicht ein Wert von 11700. DaB dieses Molekulargewicht 
mit dem aus Sedimentations- und Diffusionsversuchen erhaltenen Mole- 
kulargewicht von 11600 so weitgehend iibereinstimmt, ist angesichts 
der Streubreite der beiden Methoden als Zufall anzusehen. 


Bei den Versuchen zur Bestimmung der Sedimentationsgeschwindig- 
keit erscheint, wie Abb. 3 zeigt, nur ein Gipfel. 
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Abb. 3. Philpot-Svensson-Aufnahmen einer 1 proz. Lésung. 
Tourenzahl: 42040 U./Min., zeitlicher Abstand der Aufnahmen: 16 Min. 


- Es ist also auszuschlieBen, daB mehrere Komponenten mit stark 
unterschiedlichen Sedimentationskoeffizienten vorliegen. Ob der Stoff 
molekular einheitlich oder polymolekular ist, kann dagegen aus dem Aus- 
sehen der Konzentrationsgradientenkurve nicht entnommen werden. 


Zur Priifung auf Polymolekularitit wurde die Verteilung der Sedi- 
mentationskoeffizienten der verschiedenen Konzentrationsstufen beim 
Sedimentationsversuch und 
ihre zeitliche Verianderlich- 
keit nach der von dem einen J 
von uns? angegebenen Me- 
thode berechnet. In Abb. 4 
ist die zeitliche Verinderlich- 
keit der Sedimentationskoef- 
fizienten der einzelnen Kon- 
zentrationsstufen gegen die 
reziproke Zeit aufgetragen. 
Bei der Extrapolation auf 
unendliche Zeit verschwindet 
der die Sedimentation der 
Substanz zuniichst  verfil- 
schende EinfluB der Diffusion, 
und man erhilt die wahren 
Sedimentationskoeffizienten. 
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Abb. 4. Zeitliche Abhangigkeit der Ne 

Sedimentationskoeffizienten der 4 

verschiedenen Konzentrationsstu- 5 

fen. Die Zahlen an den Kurven 

geben die Konzentrationsstufen 
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4 W. Scholtan, Makromolekulare Chem. 36, 162 [1960]. 
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Aus Abb. 4 ist zu ersehen, da die zeitliche Abhingigkeit der Sedi- 
mentationskoeffizienten mit hinreichender Genauigkeit durch Gerade 
dargestellt werden kann, die in einem Punkt zusammenlaufen. Daraus 
kann man schlieBen, daB der Stoff nicht polymolekular ist, sondern ein 
einheitliches Molekulargewicht besitzt. 

Dieses Ergebnis wird dadurch bestiitigt, daf die fiir den Fliissig- 
keitsmeniskus und fiir den Zellboden berechneten effektiven z,,-Werte, 
die den apparenten Molekulargewichten proportional sind, miteinander 
iibereinstimmen. Bei polymolekularen Stoffen hitten sich fiir die aus 
den zp-Werten berechneten apparenten Molekulargewichte gréBere Werte 
ergeben miissen. 


Fraulein Sigrid von Borcke und Herrn N. C. Bhargava, B. Sc., danken 
wir fiir ihre Mitarbeit bei den Elektrophoreseversuchen, sowie Herrn H. Rosen- 
kranz fir die Durchfihrung und Berechnung der Ultrazentrifugenversuche. 


Zusammenfassung 


Die Reinigung des Kallikrein-Inaktivators aus Rinderparotis durch 
vertikale Hochspannungselektrophorese nach Grafimann und Hannig 
fiihrte zu elektrophoretisch einheitlichen Priiparaten vom Reinheitsgrad 
von 0,2 y je KIE, die 16,6% Stickstoff enthielten. Das Molekulargewicht 
wurde aus Sedimentations- und Diffusionsversuchen, sowie aus Archi- 
bald-Versuchen zu 11600 bzw. 11700 bestimmt. Die Analyse der zeit- 
lichen Veranderung des Konzentrationsgradienten ergab, daB es sich 
um einen Stoff mit einheitlichem Molekulargewicht handelt. 


Summary 


The kallikrein inactivator from beef parotid gland has been purified 
by vertical high voltage electrophoresis according to GraBmann and 
Hannig. Electrophoretically pure preparations, containing 16,6%%, 
nitrogen and with a purity of 0,2 y per kallikrein inactivator unit, were 
obtained. Molecular weights of 11,600 and 11,700 were determined 
from sedimentation and diffusion experiments and from Archibald 
experiments respectively. 

Analysis of the change in the concentration gradient with time, 
showed it to be a substance of uniform moleculcr weight. 


Professor Dr. H. Kraut, Max-Planck-Institut fiir Erndhrungsphysiologie, 
Dortmund, Rheinlanddamm 201. 
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Uber das Vorkommen des Retinens in der Natur 
Von 
A. Winterstein* und B. Hegediis 
Aus der Chemischen Forschungsabteilung der F. Hoffmann-La Roche & Co. AG, Basel 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juli 1960) 


Herrn Professor Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburtstag gewidmet 


Wie wir a. a. O. im einzelnen ausfiihren!, findet sich in der Natur 
eine groBe Gruppe von Carotinoidaldehyden, von denen schon friiher zwei 
Vertreter, nimlich das Retinen (Vitamin-A,-aldehyd, C,,) als Bestand- 
teil des Sehpurpurs? und das 6-Citraurin (C,,) als tiefrot gefiirbtes Pigment 
verschiedener Citrusfriichte? beschrieben worden waren. 

Unsere Beobachtungen, wonach Carotinoidaldehyde verschiedenster 
Kettenlinge — d. h. mit 40, 37, 32, 30 und 27 C-Atomen — weitverbreitet 
in Pflanzen sowie Mikroorganismen vorkommen, legten es nahe, ein- 
gehendere Untersuchungen iiber das Vorkommen des biologisch besonders 
wichtigen Retinens anzustellen. 

Plack, Kon und Thompson? haben in neuerer Zeit als erste den 
Nachweis erbracht, daB Retinen auch in anderen Geweben als im Auge 
vorkommt. Diese Autoren fanden den Vitamin-A,-aldehyd in verhiltnis- 
miBig groBen Mengen, d.h. 1—3 y pro g, in den Eiern verschiedener 
Meeresfische. Mit der von ihnen verwendeten Methode gelang es dagegen 
nicht, Retinen in Hiihnereiern, Ochsenlebern oder Kuhmilch nachzu- 
weisen. Erst unlingst® erfolgte dessen Nachweis auch im Hiihnerei. 

Scharpenseel und Wolf* haben nach Verabreichung von tritium- 
markiertem Vitamin-A,-acetat an Ratten das Auftreten von Retinen in 
den Nebennieren sowie in der Leber wahrscheinlich machen kénnen. 

Die von Moore’ erérterte Frage, ob Vitamin A, in den Pflanzen 
nicht vorkomme, weil letzteren ein Fermentsystem fehlt, welches das 
6-Carotinmolekiil in der Mitte zu spalten vermag, findet heute eine teil- 


* Herr Dr. Alfred Winterstein ist am 16. September 1960 nach kurzer, 

schwerer Krankheit gestorben. 

1 A. Winterstein, A. Studer u. R. Riiegg, Chem. Ber. 98, 2951 [1960]. 

2 Th. Moore, Vitamin A, S. 266, Elsevier Publ. Co., Amsterdam 1957. 

3 L. Zechmeister u. P. Tuzson, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 1878 [1936]; 
69, 1878 [1936]; 70, 1966 [1937]; P. Karrer, A. Riiegger u. U. Solmssen, Helv. 
chim. Acta 21, 448 [1938]. 

4p. A. Plack, 8S. K. Kon u. 8. Y. Thompson, Biochem. J. 68, 2P [1957]; 
71, 467 [1959]. 
5 Pp. A. Plack, Nature [London] 186, 234 [1960]. 
6 H. W. Scharpenseel u. G. Wolf, Federation Proc. 17, 491 [1958]. 
7 g. 1. c.2, 8. 180. 
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weise Antwort: der Vitamin-A,-aldehyd findet sich, wie wir im 
folgenden darlegen, offenbar weitverbreitet im Pflanzen. 
reich. Ob er durch Spaltung des #-Carotins in der Mitte oder durch 
Abbaudes letzteren iiber die S-Apo-8’-carotinal-Stufe gebildet wird, bleibt 
zunichst ungeklirt. Nachdem iiberraschenderweise im Retinen eine dem 
Vitamin A, sehr nahestehende Verbindung im Pflanzenreich aufgefunden 
werden konnte, erscheint die Feststellung von Moore’, wonach in Pflan- 
zen keine Spur Vitamin A vorkommt, in einem neuen Lichte: findet es 
sich in ebenso kleinen Mengen wie sein Aldehyd, dann kann es sich 
ebenso wie letzterer bisher dem Nachweis entzogen haben. 


Einen ersten Anhaltspunkt fiir das Vorkommen eines schwach gelb- 
gefirbten Aldehyds in Pflanzen gewannen wir bei der Aufarbeitung einer 
gréBeren Menge frischen Grases. Es gelang jedoch auch unter Ausniitzung 
aller Méglichkeiten, welche uns der Einsatz der Diinnschichtchromato- 
graphie nach Stahl® heute bietet, nicht, den Aldehyd zu identifizieren. 

Als besonders wertvoll fiir die weitere Verfolgung unseres Problems 
erwies sich nun die Verwendung von Rhodanin als Reagenz auf Aldehyde?”. 
Diese Substanz reagiert mit den farblosen Polyenaldehyden (C,,—C,,) 
unter Bildung tiefgefiirbter Kondensationsprodukte. Das Rhodaninderivat 
des Retinens kristallisiert in violetten Nidelchen; es zeichnet sich durch 
ein bei 507 mu (CS,, Spektroskop) liegendes breites Absorptionsband aus. 
Die bei 526 my (C8,) liegende I. Absorptionsbande des £-Apo-8’-carotinals 
erfihrt bei der Kondensation des letzteren mit Rhodanin eine Ver- 
schiebung auf 621 my, d. h. um nahezu 100 my. Die CS,-Lésung dieses 
Kondensationsproduktes ist tiefblau gefirbt™. 

Die Kondensation von Rhodanin mit den verschiedenen Carotinoid- 
aldehyden verliuft in priiparativem Mafstabe in guter Ausbeute beim 
kurzen Erhitzen der beiden Komponenten in ammoniakalischem Alkohol'. 
Die Reaktionsprodukte fallen hierbei direkt in analysenreiner Form aus. 
Die von uns dargestellten Verbindungen sind im experimentellen Teil 
angefiihrt. 

Diese Kondensationsprodukte lassen sich ohne jede Schwierigkeit 
auch im Dinnschichtchromatogramm erzeugen: das entwickelte Chro- 
matogramm wird zunichst mit einer alkoholischen Rhodaninlésung und 
hierauf mit konzentriertem wiBrigem Ammoniak oder konz. Natronlauge 
bespriiht und im Heifluftstrom getrocknet. 


§ g.10.8, 8:18. 

® E. Stahl, Chemiker-Ztg. 82, 323 [1958]. 

10 A. Winterstein u. B. Hegediis, Chimia [Ziirich] 14, 18 [1960]. 

11 Nach Abschlu8 unserer Arbeit wurde uns eine Publikation von J. Franc 
(Collect. ezechoslov. chem. Commun. 24, 210 [1959]) bekannt, in der Rhodanin 
ebenfalls zum Nachweis von Carbonylverbindungen empfohlen wird. Die vom 
Autor beschriebene zusiatzliche Behandlung des Chromatogrammes mit ammoni- 
akalischem AgNO, ist auch fiir den Nachweis der Polyenaldehyde gut geeignet. 

12 F.C. Brown, Ch. K. Bradsher, 8. G. Mc Callum u. M. Potter, J. org. 
Chemistry 15, 174 [1950]; F.C. Brown, Ch. K. Bradsher, 8.M. Bond u. 
M. Potter, J. Amer. chem. Soc. 78, 2357 [1951]. 
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Das schwach gelbgefirbte Retinen selbst liefert in Mengen von etwa 
0,3 y im Diinnschichtchromatogramm einen eben noch erkennbaren hell- 
gelben Flecken; bei Konzentrationen von 0,1 y und darunter — mit solch 
kleinen Mengen muBten wir bei unseren Arbeiten rechnen — ist der 

Xetinenfleck auf der Platte nicht mehr sichtbar. Durch die Kondensation 
mit Rhodanin tritt Retinen auf derPlatte in charakteristischer, rotoranger 
Farbe hervor, die sich deutlich von derjenigen anderer Aldehyd-Rhodanin- 
verbindungen unterscheidet. Die Erfassungsgrenze liegt bei 0,02—0,03 y. 
Dieser Farbeffekt ist besonders eindriicklich bei Retinen-haltigen Ex- 
trakten, in denen noch andere hellgelbgefirbte Carotinoide enthalten sind, 
welche ihnliche Adsorptionsaffinititen aufweisen wie Retinen. 

Fiir den Nachweis des Retinens in den verschiedenen Naturprodukten 
verfihrt man im Prinzip folgendermaBen: Das unter CO,-Atmosphire 
feingemahlene Ausgangsmaterial wird mit Aceton extrahiert, das Aceton 
im Vakuum verdampft, die Lipoide in Ather aufgenommen und mit 
methylalkoholischer Kalilauge in der Kilte verseift. Nach der Ent- 
mischung im System 90% Methanol/Petroliither wird der epiphasische 
Anteil mehrmals an Al,O,-Siulen chromatographiert, wobei der Reini- 
gungsprozeB im Diinnschichtchromatogramm verfolgt wird, und zwar in 
der Weise, daf der zu untersuchenden Fraktion jeweils 0,1—0,05 y Re- 
tinen zugesetzt wird. Die so erhaltenen Vergleichschromatogramme er- 
lauben es, ohne groBe Schwierigkeiten die Retinenzonen zu erkennen und 
zu sammeln. 

Zur semiquantitativen Bestimmung werden die médglichst weit- 
gehend gereinigten Retinenfraktionen im Diinnschichtchromatogramm 
mit bekannten Mengen synthetischen Retinens nach Entwicklung mit 
Rhodanin vergleichend betrachtet. Die Fehlerbreite betriigt etwa --+-30%*. 


Es sei an dieser Stelle auf das eigentiimliche Adsorptionsverhalten 
der Carotinoid-aldehyde hingewiesen. Bei Verwendung von Kieselgel als 
Adsorptionsmittel wird Retinen stiirker adsorbiert als das um 10 C-Atome 
bzw. um 3 Doppelbindungen reichere (-Apo-8’-carotinal. Dieses Ver- 
halten steht im Widerspruch zu den bisherigen, bei den Polyenen ge- 
machten Beobachtungen, wonach die Adsorptionsaffinititen homologer 

Xeihen ausschlieBlich von der Zahl der Doppelbindungen abhiingen. 

Retinen fanden wir in allen bisher untersuchten griinen Pflanzen 
wie Klee, Gras, Spinat, Griinkohl, Kresse und Ackersalat, ferner auch in 
Citrusfriichten sowie in Hagebutten. 

In allen diesen Pflanzen findet sich das Retinen nur in Spuren. Sein 
Nachweis gelingt meist nur unter Einsatz gréBerer Mengen, d. h. min- 
destens 10—20kg Ausgangsmaterial. VerhiiltnismaiBig groBe Mengen, 
nimlich 100 y/kg Frischgewicht fanden wir im Spinat (Ernte Marz); in 

* Synthetisches Retinen enthalt neben der all-trans-Verbindung wechselnde 
Mengen einer cis-Verbindung, welche bei der quantitativen Bestimmung stort. Fiir 


unsere Versuche verwenden wir all-trans-Retinen, wie es durch Behandeln eines 
cis-trans-Gemisches mit Spuren Jod erhalten werden kann. 
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diesem Falle bereitete der Nachweis keine besonderen Schwierigkeiten, 
Wesentlich weniger, d. h. etwa 10 y/kg fanden wir im Salat; hier gelang 
der Nachweis nur nach vielfacher Chromatographie, wobei mit nicht 
unerheblichen Verlusten zu rechnen ist. 


Mit den bei der Untersuchung von Pflanzen gewonnenen Erfahrungen 
haben wir uns nun auch bemiiht, weitere Auskiinfte iiber das Vorkommen 
von Retinen im tierischen Organismus zu erhalten. Im Zusammen- 
hang mit den Untersuchungen iiber die Vitamin-A-Bildung in der Darm- 
wand!® sowie im Hinblick auf die von Glover und Redfearn"™ ent- 
wickelte Hypothese iiber den Abbau des $-Carotins zu Vitamin A wurden 
10 kg Darmmucosa des Pferdes, die aus 50 kg Diirmen erhalten worden 
waren, in der oben beschriebenen Weise aufgearbeitet. Nach vielfacher 
Chromatographie ‘gelang es schlieBlich, das Vorhandensein von einigen 
wenigen y Retinen nachzuweisen. Diese kleinen Mengen kénnten auch 
aus der pflanzlichen Nahrung stammen. 


Ohne Schwierigkeiten 1i8t sich der Retinengehalt der Augen be- 
stimmen; wir fanden fiir ein Rinderauge 0,5—5 y Retinen, fiir das 
Kaninchenauge ebenfalls mit gréBeren Schwankungen 0,008—0,035 y. 
In Milz und Nieren von Kaninchen sowie in Rinderovarien konnte Retinen 
nicht nachgewiesen werden, dagegen lie sich der Befund von Plack’, 
wonach Retinen im Hiihnerei vorkommt, bestiitigen. Wir fanden etwa 
8 y Retinen pro Ei, d. h. etwa 4/; der von Plack beobachteten Menge. 


Nicht ohne weiteres verstindlich bleibt die Tatsache, daB das Vor- 
handensein des Retinens in der Leber bisher iibersehen worden ist. Dieses 
konnte in Form seines Rhodaninderivates isoliert und analysiert werden. 
Aus Tab. 1 ist ersichtlich, da der Retinengehalt der Lebern verschiedener 
Tiere in weiten Grenzen —nach den bisherigen Befunden von6—2000 y/kg 
Leber — schwankt. 

In den Lebern dreier ausgewachsener Rinder fanden wir 1—2 mg 
Retinen/kg; solche Mengen lassen sich auch ohne Entwicklung mit 
Rhodanin erkennen. Fiir gewisse Probleme des Carotin- bzw. Vitamin- 
A-Stoffwechsels ist die Feststellung von Interesse, daf} der Retinengehalt 
der Leber ebenso groB sein kann wie deren Vitamin-A-Gehalt (Rind Nr. 3). 


Da bei der iiblichen Vitamin-A-Bestimmung nach Carr-Price der 
Vitamin-A-aldehyd nicht erfaBt wird, ergibt sich in solchen Fiillen ein 
erheblicher Fehler in der Bewertung der Leber auf Vitamin-A-Aktivitit. 
Auf diese Fehlerméglichkeit haben auch Plack et al.‘ bei ihren Unter- 
suchungen an Fischeiern hingewiesen. 


Beachtlich sind die grofen Unterschiede im Retinengehalt der 
Kalbslebern einerseits, derjenigen ausgewachsener Rinder andererseits. 


13 -H. J. Deuel, J. Nutrit. 22, 303 [1941]; R. F. Hunter, Nature [London] 
158, 257 [1946]; J. Glover, T. W. Goodwing u. R. A. Morton, Biochem. J. 
48, 505 [1948]. 

uJ. Glover u. E. R. Redfearn, Biochem. J. 58, xv [1954]. 
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Aufgrund der bisher vorliegenden Untersuchungen gewinnen wir den 
Eindruck, daB die jungen, fast ausschlieBlich mit Milch ernihrten Kilber 
weniger zur Retinenproduktion befihigt sind als das ausgewachsene Rind, 
welches mit seinem Futter reichlich Carotin aufnimmt. Der Carotinoid- 
gehalt der von uns untersuchten Kalbslebern lag zwischen 0,13 und 
2 mg/kg Frischleber, fiir die Lebern ausgewachsener Rinder fanden wir 
Werte zwischen 6 und 24 mg/kg. Es bedarf weiterer Versuche, um die 
Frage abzuklaren, ob Retinen vorzugsweise durch direkten Abbau von 
-Carotin, z. B. auch iiber die 6-Apo-8’-carotinal-Stufe, gebildet wird und 
weniger durch Oxydation des einmal gebildeten Vitamins A. 


Tab. 1. Vitamin-A- und Retinengehalt der Lebern verschiedener Tiere. Angaben 
in y/kg Frischgewicht. 




















Lebern von Vitamin A Retinen 
PRR st ce ey eas. ae hee det a) Sy a 26 000 200 
a eee eee ee eee Feet Lee ey os 62 000 300 
SE oe cP eee ee ee Onl Ag 9 000 220 
ss San a AR c,h eee 18 400 30 
Rind ausgewachsen 1. ......... 6 400 200 
3 Z5 ase SL) eee Re 3 090 200 
3 ee eae 2 450 2 000 
55 BRS inten: (ae a ES 62 000 1 750 
os ok “ave soccebrariss)s 30 000 600 
se its fer 2 eh x 93 000 1 000 
ms Wistert ese oo Ae, gin 86 000 750 
EN ee Sie tei AN ae oe dee 3 800 6 
et ee Gene mee eee 4 200 6 

a) 2 ee eer eee 4 200 7,5 
D2 Oy ee ee ee es eee ae 4 960 13 
a a Ta a a ae, eee eer eer 6 100 20 
So Oe er ee wee Se eee A 18 000 50 
ieee ss Gk ee Soe eS eee 26 000 140 
RM ect tie Ds fy 2 ek og = 33 000 125 
Karemoneine) Se ee eae Se ee 18 300 60 
6 POs NEN eee A (EWA M ROG. gat 13 000 300 








* Parallelbestimmung 


Aus Tab. 1 geht eindeutig hervor, daB zwischen dem Vitamin-A- 
Gehalt der Leber und deren Retinengehalt keine direkten Beziehungen 
bestehen: in einem Falle fanden wir 2 450 y Vitamin A, + 2000 y Re- 
tinen, in einem anderen Falle 62 000 y Vitamin A -++ 300 y Retinen. 


Im iibrigen darf aufgrund der vorliegenden Arbeit wohl angenommen 
werden, daB das fiir den SehprozeB benétigte Retinen nicht — wie man 
bisher annehmen konnte — im Auge selbst gebildet sondern aus dem 
Leberdepot dorthin transportiert wird. 
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Beschreibung der Versuche 


a) Vorbemerkungen 
Bei simtlichen Operationen wurden Temperaturen iiber 40° sowie Luftzutritt 
vermieden. Das Eindampfen kleinerer Mengen erfolgte in einem Rotationsver- 
dampfer. Das verwendete Al,03;, Marke Giulini, wurde mit 10% Wasser inaktiviert. 
Petrolather, wo nicht anders vermerkt, Sdp. 80—105°. Der verwendete Ather war 
stets peroxydfrei. 


b) In Tab. 2 sind die Daten der von uns hergestellten Kondensationsprodukte 
von Polyenaldehyden mit Rhodanin zusammengestellt. 


c) Nachweis von Retinen in Rindslebern 


10 kg Lebern ausgewachsener Rinder werden fein gemahlen und mit 10] 
Aceton angeriihrt. Nach 24stdg. Stehenlassen unter CO, wird abgesaugt und der 
Leberriickstand noch 3mal mit je 67 Aceton extrahiert. Die vereinigten Extrakte 
werden im Vak. bis zur Entfernung der letzten Spuren Aceton eingeengt, die 
Lipoide in 1,5 1 Ather aufgenommen und nach Zusatz von 150 cm*® 10proz. methano- 
lischer Kalilauge iiber Nacht stehengelassen. Man wascht mit insgesamt etwa 5] 
dest. Wasser alkalifrei und verdampft im Vak. zur Tockne. Der Riickstand wird in 
200 cm® Petrolaéther aufgenommen und in bekannter Weise 5mal mit 30 cm? 90proz. 
Methanol entmischt. Der schwach gelbgefarbte hypophasische Anteil wird ver- 
worfen. Der Petrolither wird im Vak. verjagt und der véllig trockene Riickstand 
in 120 cm? siedendem Petrolather gelést. Nach 24stdg. Stehenlassen im Eisschrank 
werden die auskristallisierten Sterine abgenutscht und mit eiskaltem Petrolather 
(40—45°) nachgewaschen. Der Gesamtcarotinoidgehalt dieser Lésung, bestimmt 
nach Kuhn und Brockmann", betrug 6,48 mg/kg Frischleber. 

Das Vitamin A wurde in iiblicher Weise nach Carr-Price bestimmt; wir 
fanden in diesem Falle 93 mg/kg Frischleber. 

Die auf 100 cm’ eingeengte Petrolatherlésung wird an einer 45 cm langen und 
5cm starken Saiule von Al,O, chromatographiert. Man entwickelt so lange mit 
Petrolither, bis das gesamte Carotin ins Filtrat iibergegangen ist. AnschlieBend 
wird mit einem Gemisch von Petrolather/Benzol 9:1 weiterentwickelt, bis sich im 
obersten Teil des Chromatogramms unter einer schmutziggelbbraunen Schicht 3—4 
deutlich erkennbare Zonen ausgebildet haben. Unter diesen fallt eine schwach, 
aber deutlich violettrosagefarbte Zone besonders auf. Dicht darunter findet sich 
das Retinen. Sind gréBere Mengen Retinen, z. B. mehr als 500 y/kg Leber, vor- 
handen, so ist der Aldehyd an der hellgelben Farbe unschwer zu erkennen. Bei 
kleineren Mengen findet es sich in einer praktisch farblosen Zone. In letzterem 
Falle mu8 das Eluat noch 2—3mal an kleineren Al,O,-Siulen chromatographiert 
werden. 

Zur Kontrolle der Anreicherung im Saulenchromatogramm werden die ver- 
schiedenen mit Ather eluierten Zonen mittels der Rhodaninreaktion im Diinnschicht- 
chromatogramm gepriift. RoutinemaBig verwenden wir fiir die Untersuchungen 
auf dem Carotinoidgebiet zwei verschiedene Arten von Platten und, den jeweiligen 
Verhaltnissen angepaBt, stets auch mehrere Laufmittel. Einerseits die iibliche 
Kieselgelplatte*, mit Petrolither, bzw. Petrolither-Benzol-Gemischen als Ent- 
wicklungsfliissigkeit. Andererseits erweist sich eine Kieselgelplatte, die mit Paraffin 
impragniert ist, fir den Retinennachweis von besonderem Werte. (Kieselgel in 
iblicher Weise auftragen, trocknen, die Platte 2 Min. flach in eine Lésung von 

5%, Paraffinél in Petrolather einlegen, in horizontaler Lage in Trockenschrank von 
1300 verbringen und 10 Min. dort belassen; Entwicklungsfliissigkeit : Methanol 
mit Paraffindl gesattigt.) Auf einer solchen Platte liuft Retinen rascher als B-Apo-8’- 
carotinal, im Gegensatz zur nichtimpragnierten Kieselgeiplatte, auf welcher Retinen 
ein abnormales Adsorptionsverhalten zeigt. Bestehen Zweifel dariiber, ob iiberhaupt 


* Kieselgel G der Fa. E. Merck AG, Darmstadt. 
15 R. Kuhn u. H. Brockmann, diese Z. 206, 41 [1932]. 
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Aldehyd in den zu untersuchenden Fraktionen vorliegt, so wird ein aliquoter Teil 
mit Hydroxylamin in Pyridin wahrend 10 Min. auf 70° erwarmt. Der Nachweis 
allfallig gebildeter Oxime wird sowohl auf der nichtimpragnierten als auch auf der 
impragnierten Platte gefiihrt. Auf ersterer bleiben die Oxime unten hangen, auf 
letzterer wandern sie wesentlich rascher als die Aldehyde selbst. Auf diese Weise 
k6énnen noch sehr kleine Mengen von Aldehyden neben groBen Mengen Begleit- 
stoffen erkannt werden. 

Den Retinengehalt der im vorliegenden Beispiel beschriebenen 10 kg Lebern 
ermittelten wir folgendermaBen: Die aus dem ersten Séulenchromatogramm ab- 
getrennte retinen-haltige Zone wurde mit Ather eluiert, der Ather im Vak. verdampft, 
der Riickstand in Petroléther aufgenommen und nochmals an Al,O, adsorbiert 
(Q der Saule = 5cm, Héhe = 30cm, entwickelt mit Petrolaither und Petrol- 
ather/Benzol 9:1). Die Identifizierung der schwach gelbgefarbten Retinenzone 
erfolgte mittels der Rhodaninreaktion. Zur approximativen quantitativen Be- 
stimmung des Retinens wurden auf einer mit Paraffin impragnierten Platte 0,3 y, 
0,2 y, 0,1 y, 0,075 y, 0,05 y und 0,03 y synthetisches all-trans-Retinen aufgetragen 
und mit entsprechenden Verdiinnungen des Naturproduktes verglichen. Durch 
2—3 maligen Vergleich gelingt es, den Retinengehalt mit befriedigender Genauigkeit 
abzuschatzen. Wir fanden in diesem Falle 1 mg/kg Frischleber. 


d) Identifizierung des in der Leber enthaltenen Retinens durch das 
Rhodaninderivat 


Die bei der Verarbeitung von 35 kg Lebern angefallenen Retinenfraktionen 
wurden vereinigt und noch 2mal an einer Al,0;-Saéule chromatographiert. Das so 
erhaltene Konzentrat enthielt 15 mg Retinen in 500 mg Substanz. Man léste in 
4 cm? Alkohol, dem 10 mg Rhodanin, 0,02 cm? 25 proz. Ammoniak und 2 mg NH,(l 
zugegeben wurden. Nach 1 Stde. Kochen wurde in 50 cm? Ather aufgenommen und 
mit Wasser alkalifrei gewaschen. Nach dem Verdampfen des Athers wurde der 
Riickstand in 30 cm® Benzol gelést, mit 30 cm* Petrolather versetzt und an einer 
Al,0;-Saule chromatographiert. Beim Entwickeln mit einem Gemisch von Benzol/ 
Petrolather 1:1 gingen gelbgefarbte Beimengungen rasch ins Filtrat iiber, die rot- 
violette Zone des Retinen-Rhodanin-Kondensationsproduktes wurde mit Ather 
eluiert; beim Verdampfen des Athers fiel es in tiefvioletten Kristallen (7,5 mg) an, die 
nach Umkristallisieren aus Benzol + Petrolather bei 210—211°schmolzen und mit 
dem aus synthetischem Retinen dargestellten Rhodaninderivat (Schmp. 216°) keine 
Schmelzpunktsdepression ergaben, [(eyi% = 1500, d. h. identisch mit dem 
synthetischen Praparat waren. 

Spektroskopische Messungen: CS, 507 mu, Benzol 485 my, Petrolather 
475 my breites Band. 

Verdiinnte Lésungen zeigen eine schmale unscharfe Absorptionsbande, die 
um 6—10 my nach dem langwelligen Bereich des Spektrums verschoben ist. 


Retinen aus Kalbs-, Pferde- und Kaninchenlebern 


Der Nachweis des Retinens in Schweine-, Pferde- und Kaninchenlebern gelang 
entsprechend der oben gegebenen Vorschrift, unter Verwendung von je 500—1000 g 
Lebern, ohne besondere Schwierigkeiten. Dagegen gelang es erst nach langeren 
Bemihungen, die sehr kleinen Retinenmengen der Kalbslebern (Nr. 1—5) zu fassen. 
In diesen Fallen mu8 der im Saéulenchromatogramm realisierbare Anreicherungs- 
prozeB besonders sorgfaltig durch Kontrollen im Diinnschichtchromatogramm ver- 
folgt werden. DaB man auch hier zum Ziele kommen kann, zeigen die Versuche mit 
Kalbsleber Nr. 2; in zwei parallel gefiihrten Versuchen mit je 500 g Lebern fanden 
wir 6 y bzw. 7,5 y Retinen/kg Leber. 


e) Nachweis von Retinen in Spinat 
20 kg frischer Spinat (Ernte Marz 1960) wurden im Vak. wahrend 25 Stdn. 
getrocknet, wobei 2,030 kg Trockensubstanz resultieren. In Portionen von je 1 kg 
wurde das trockene Pflanzenmaterial in einer Porzellankugelmiihle von 101 Inhalt 
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gemahlen, und zwar in der Weise, da8 47 Aceton und zum Verjagen des Luft- 
sauerstoffes kleine Stiickchen fester CO, zugegeben wurden*. Der Deckel der Kugel- 
miihle wird, solange CO, entweicht, derart aufgelegt, da8 ein etwa 1 mm breiter 
Spalt offen bleibt. Nach 4stdg. Mahlen wird abgesaugt und der Riickstand noch 
3mal mit je 2,51 Aceton extrahiert. Nach Verdampfen des Acetons im Vak. wird 
in 41 Ather gelést, mit 400 cm? 10 proz. methylalkoholischer KOH versetzt und 
iiber Nacht stehengelassen. Nach 8maligem Auswaschen mit je 21 Wasser werden 
zur Nachverseifung nochmals 100 cm* ]0proz. methylalkoholische KOH zugefiigt, 
2 Stdn. stehengelassen und véllig neutral gewaschen. Man verdampft zur Trockne 
und behandelt den Riickstand mit 300 cm®* siedendem Petrolither. Nach dem 
Erkalten wird das rohe Xanthophyll (3 g) abgesaugt. Zur Entfernung der letzten 
Anteile Xanthophyll wird das Petroléthervolumen auf 500 cm? gebracht in iiblicher 
Weise 12mal mit je 50 cm* 90proz. Methanol entmischt. Die epiphasischen Anteile 
werden vereinigt, im Vak. zur Trockne gebracht, der Riickstand in 500 cm® Petrol- 
ather gelést und an einer Al,O,-Séule chromatographiert (@) der Siule = 16 cm, 
Hohe = 65 cm). Beim Entwickeln mit Petrolather gehen «- und £-Carotin rasch 
ins Filtrat iiber (Gesamtmenge = 1,030 g); im obersten Teil des Chromatogrammes 
bilden sich beim Weiterentwickeln mit Petrolither/Benzol 9:1 7 Zonen aus, von 
denen die 3 obersten auf Verunreinigungen sowie Xanthophyll entfallen, waihrend 
in den 2 untersten, hellgelbgefarbten Zonen (I. Absorptionsbande in CS, = 507 my) 
das Retinen enthalten ist. Dariiber findet sich eine charakteristische rotviolett- 
gefarbte, von héheren Polyenaldehyden herriihrende Zone. 


Die beiden Zonen werden vereinigt, mit Ather eluiert und aus Petrolither- 
lésung nochmals an Al,O, chromatographiert. In dieser Reinigungsstufe 1aBt sich 
Retinen im Diinnschichtchromatogramm durch die Rhodaninreaktion leicht er- 
kennen und semiquantitativ bestimmen. Wir fanden im frischen Spinat 100 y 
Retinen/kg. 


f) Nachweis von Retinen in Klee, Gras, Griinkohl, Kresse, Ackersalat 
und Darmschleimhaut 
Gema8 obigem Verfahren gelingt der Nachweis von Retinen sehr leicht in 
Klee und Griinkohl. In den anderen obenerwahnten Pflanzen sind kleinere Mengen 
Retinen enthalten; der Nachweis und die semiquantitative Bestimmung gelingen 
hier erst nach mehrfacher Vorreinigung der Extrakte im Saiulenchromatogramm. 
Dasselbe gilt auch fiir den Retinennachweis in der Darmschleimhaut. 


g) Nachweis von Retinen in Hagebutten 

50 kg Hagebutten wurden in iiblicher Weise auf Trockensubstanz verarbeitet, 
unter CO, feinst gemahlen und die 8 kg trockenes Pulver 4mal mit je 82 Aceton 
extrahiert. Nach dem Verdampfen des Acetons wird der Riickstand mit einem 
Gemisch von 100 cm* Petrolather + 100 cm* Athanol behandelt und vom ungeldst 
gebliebenen Lycopin abgetrennt. Man entmischt den Extrakt in iiblicher Weise 
mit 90proz. Methanol, verseift den epiphasischen Anteil mit methanolischer Kali- 
lauge und chromatographiert den Neutralteil an einer Al,O,-Saule (siehe unter 
Spinat). Spuren von Retinen konnten in der dritten Zone des Chromatogrammes 
nachgewiesen werden. 


h) Retinen aus Citrusfriichten 
Bei der Aufarbeitung einer groBen Menge Citrusfriichte (2 t Orangen) haben 
wir anfanglich nicht auf das Vorhandensein von Retinen geachtet. Es lieB sich 
jedoch ohne Schwierigkeiten in einem Extrakt nachweisen, in welchem wir die bei 
der Verarbeitung verschiedener Chargen von Orangen anfallenden $-Apo-8’-caro- 
tinalfraktionen vereinigt hatten. 


* Dieses Verfahren hat sich bei der Isolierung von Torularhodin aus Jorula 
rubra bestens bewahrt; es ist besonders zu empfehlen, wenn sehr carotinoid-armes 
Material aufgearbeitet werden muB. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 321 8 











106 Vorkommen des Retinens in der Natur Bd. 321: (1960) 


Zusammenfassung 


1. Rhodanin bildet stark gefiirbte Verbindungen mit Polyenalde. 
hyden, die sich so in sehr kleinen Mengen (bis zu 0,03 y) im Diinnschicht- 
chromatogramm nach Stah! nachweisen lassen. 

2. Mittels dieses neuen Nachweisverfahrens konnte gezeigt werden, 
daB Retinen (Vitamin-A,-aldehyd) weitverbreitet im Pflanzenreich vor- 
kommt. 

3. Retinen findet sich in wechselnden Mengen auch in der Leber. 
Diesem Umstand ist kiinftighin bei Betrachtungen iiber den Carotin- 
bzw. Vitamin-A-Stoffwechsel Rechnung zu tragen. 


Summary 


1. Rhodanin forms highly coloured compounds with polyene alde- 
hydes, which can be identified in very small quantities (0,03 y) in the 
thin-layer chromatogram according to Stahl. 

2. By means of this new test method it has been shown that retinene 
(vitamin A,-aldehyde) is widely distributed in plants. 

3. Retinéne is found in varying quantities in the liver, — a cir- 
cumstance which should be taken into account in future work on carotene- 
and vitamin A-metabolism. 


Chemische Forschungsabteilung, F.Hoffmann-La Roche & Co.AG, Basel, Schweiz. 
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Pectische Veranderungen bei der Verarbeitung griiner 


Bohnen* 


Von 
J. P. Van Buren, J.C. Moyer, W. B. Robinson und D. B. Hand 
New York State Agricultural Experiment Station, Cornell University, Geneva, N. Y. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juli 1960) 
Professor Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburtstag gewidmet 


In einer friiheren Mitteilung! berichteten wir, da die Bedingungen 
beim Blanchieren EinfluB auf die Festigkeit und die Hautablésung konser- 
vierter griiner Bohnen haben. Diese Gewebeeigenschaften sind wesentlich 
fiir die Qualitit des konservierten Produktes. Wir fanden, da8 bei 
Blanchier-Temperaturen zwischen 65,5 und 82°** die Festigkeit der 
Bohnen zu- und die Tendenz zur Hiiutung und Spaltung abnahm. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war, chemische Veranderungen in den 
blanchierten Bohnen zu untersuchen, welche mit den beobachteten Ge- 
webeverinderungen einhergehen. Eine Beziehung zwischen Gewebestruk- 
tur und pectischen Substanzen wurde schon in vielen Nahrungsmitteln 
festgestellt, z. B. in Essiggurken*, Kartoffeln*, Tomaten‘, Aprikosen® und 
Gemiisen®. Wenn ein Gewebe weicher wird, so nimmt im allgemeinen der 
wasserlésliche oder niedrigmolekulare Anteil des pectischen Materials zu. 

Da Bohnen betrichtliche Mengen an Pectinen enthalten’, kénnen 
auch die hier beobachteten Verinderungen mit pectischen Veranderungen 
zusammenhingen. Deshalb untersuchten wir den EinfluB des Blanchierens 
der Bohnen auf ihren Gehalt an wasserléslichem Pectin, an Pectinsiure 
und Pectaten sowie an Protopectin. Eine Untersuchung nach ihnlichen 


* Approved by the Director of the New York State Agricultural Experiment 
Station for publication as Journal Paper Nr. 1226. 

** Die in dieser Arbeit angegebenen Temperaturen sind von Grad Fahrenheit 
in die Celsius-Skala umgerechnet. Die urspriinglichen Werte waren immer glatte 
Zehnerzahlen: 150°, 160° F usw. 

1J.P.Van Buren, J.C.Moyer, D.W. Wilson, W.B. Robinson u. 
D. B. Hand, Food Technol. 14, 233 [1960]. 

2 R. A. Lampi, W. B. Esselen, C. L. Thomson u. E. E. Anderson, Food 
Res. 28, 351 [1958]. 

3 F. A. Bittelheim u. C. Sterling, Food Res. 20, 118 [1955]. 

4 Z.I. Kertesz u. R.J.McColloch, New York State agric. Exp. Stat. 
techn. Bull. 1940, 252. 

5 J. W. Hoos, 8. J. Leonard u. B.S. Luh, Food Res. 21, 571 [1956]. 

6 G.I. Simpson u. F. G. Holliday, Food Res. 6, 189 [1941]. 

? H. W. Buston, Biochem. J. 29, 196 [1935]; M. W. Parker u. N. W. Stuart, 
Univ. Maryland agric. Exp. Stat., Bull. 1935, Nr. 383. 
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Gesichtspunkten wurde von Sistrunk® an ,,Blue Lake*‘-Bohnen durch- 
gefiihrt, wobei er fand, daB die Blanchier-Bedingungen, besonders die 
Temperatur, die Anteile an wasserléslichen Pectinen, Pectaten und alkali- 
léslichem pectischem Material der konservierten Bohnen verindern. Unsere 
Untersuchung erweitert diese Befunde, indem auch der Einflu8 der Auf- 
bewahrungsbedingungen zwischen Blanchieren und Einkochen mitbe- 
riicksichtigt wurde. Um ein klareres Bild iiber die einzelnen Vorgiinge 
zu erhalten, wurden die pectischen Substanzen der Bohnen in ver- 
schiedenen Stadien der Zubereitung untersucht. 

Es zeigte sich, da unter bestimmten Bedingungen Pectinsiure und 
Pectate zunahmen und das wasserlésliche Pectin abnahm. Da eine solche 
Verschiebung in den Pectinbestandteilen durch Pectinmethylesterase 
katalysiert werden kann, wurde in den blanchierten Bohnen auch die 
Aktivitit dieses Enzyms bestimmt. 

Die verschiedenen pectischen Substanzen wurden durch Extraktions- 
methoden voneinander getrennt. Die Ergebnisse sind jedoch wegen der 
unbekannten Natur nichtextrahierten pectischen Materials mit Vorsicht 
zu beurteilen. 


Methodik 


Griine Bohnen der Varietat ,,Tendergreen‘‘ wurden nach einem friiher! be- 
schriebenen, dem industriellen Vorgang ahnlichen Verfahren verarbeitet. Proben 
zerschnittener frischer Bohnen wurden auf Trockengewicht und alkoholunlésliche 
Substanzen analysiert. Zur Bestimmung der letzteren in den konservierten Bohnen 
wurde der gesamte Doseninhalt, Bohnen und Salzlisung, verwendet. Die Pectin- 
substanzen wurden aus dem alkoholunléslichen Riickstand in Modifikation des 
Verfahrens von Kertesz und McColloch‘ durch successive Extraktion gewonnen: 
mit verdiinnter Salzlésung, um wasserlésliche Pectine zu erhalten, dann mit 
0,2proz. Calgon-Lésung, um Pectate und Pectinsdure herauszulésen, und 
schlieBlich mit 0,05» HCl, um Protopectin zu erhalten. Die in den Extrakten 
enthaltenen Galakturonséure-Reste wurden kolorimetrisch bestimmt®. Die ge- 
sammelten Salzlaugen von 4 oder mehr Dosen wurden filtriert und auf pectische 
Substanzen und px untersucht. Die Viskositét wurde im Ostwald-Viskosimeter 
bei 30° und der py-Wert im py-Meter bestimmt. 

Die Aktivitat der Pectinmethylesterase wurde nach Kertesz!® im 
pH-Stat bei pH6,2 gemessen. Dazu wurden jeweils 30g der frischen Bohnen in 
170 ml Wasser homogenisiert und 100g des Homogenats zu einer Lésung, die 
1% Pectin (National Formulary Pharmaceutical Grade) und 1% Natriumchlorid 
enthielt, gegeben. 


Ergebnisse 


Wie Tab. 1 zeigt, nahmen bei einer Blanchier-Temperatur von 82° 
die Pectate in den Bohnen zu und die wasserléslichen Pectine ab. Kochen 
bei 115,5° verursachte eine Verminderung des Protopectins und eine ent- 
sprechende Vermehrung der wasserléslichen Pectine. In Tab. 2 ist eine 
mehr ins einzelne gehende Untersuchung wiedergegeben. Daraus ist er- 
sichtlich, daB die relativen Betriige an wasserléslichem Pectin und Pectat 


8 W. A. Sistrunk, Thesis, Oregon State College 1959. 
% - A. McComb u. R. M. McReady, Analytic. Chem. 24, 1630 [1952]. 
Z. 1. Kertesz, J. biol. Chemistry 121, 589 [1937]. 
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Tab. 1. Einflu8 der Aufarbeitung auf die verschiedenen pectischen Substanzen in 
grimen Bohnen. Die Werte geben Anhydro-Galakturonsiure in Prozent des 
Trockengewichts an. 

















Wasserlisl. | Pectinsaure | , . 
Behandlung Festins aid Penket Protopectin 
Rohe Genhen 3.645. 6s 3,1 23 oie 
2 Min. bei 82° blanchiert ..... 1,1 4,5 5 4 
20 Min. bei 115,59 gekocht . . .. . 1,8 4,3 2,4 
Weitere 10 Min. bei 115,5° gekocht . 2,1 4,2 2,1 


Tab. 2. EinfluB der Bedingungen beim Blanchieren auf die verschiedenen pectischen 
Substanzen griiner Bohnen. Die Werte geben Anhydro-galakturonsaure in Prozent 
des Trockengewichts an. 














sa Vou Gua Woden Nach 20° pe i Kochen 

ee ee ee lee, | OM tt | teem. | DEO 
[°C] [Min.] Pectin Pectat a, Pectin Pectat ye 

ohne 

Blanchieren 2,9 2,5 3,8 2,4 3,4 27 
65,5 2 1 By 3,8 3,7 1,9 4,0 3,8 
71 2 1,5 4,3 3,9 Ag 4,3 2,6 
76,5 2 1,6 4,1 4,0 1,8 4,2 2,7 
82 1 1,6 4,0 3,8 1,6 4,5 2,8 
82 2 1,5 4,4 3,7 1,8 4,2 2,6 
82 3 L7 4,2 3,9 1,8 4,4 2,6 
82 4 2,0 3,9 3,8 2,1 4,1 2,9 
88 2 2,5 3,2 4,0 2,3 3,4 2,6 
93,5 2 2,4 2,9 3,7 2,9 2,8 2,9 























von der Blanchier-Temperatur abhiingen. Auch bei Variation der Auf- 
bewahrungszeit zwischen Blanchieren und Kochen werden ahnliche Ver- 
inderungen beobachtet (Tab. 3), wenn die Bohnen bei 76,5° blanchiert 
wurden. Nach dem Blanchieren bei 88° waren dagegen keine Veriinde- 
rungen wihrend der Aufbewahrungszeit zu beobachten. Weitere Versuche 
bestitigten dies und zeigten, daB bei Blanchier-Temperaturen zwischen 
65,5° und 82° ahnliche Ergebnisse erhalten wurden wie bei 76,5°. Dadurch, 
da nach dem Blanchieren bei 88° die pectischen Verinderungen unter- 
bunden sind, war es moéglich, den EinfluB der Aufbewahrungsbedingungen 
niher zu untersuchen: Die Bohnen wurden einer zweiten Blanchierung 
bei 88° unterworfen; dabei zeigte es sich, daB die Betraige an wasser- 
léslichem Pectin und Pectat sowohl von der Zeit als auch von der 
Temperatur bei der Aufbewahrung abhiingig waren (Tab. 4 u. 5). 
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Tab. 3. Einflu8 der Aufbewahrungszeit zwischen Blanchieren und Kochen auf die 

pectischen Substanzen eingemachter griiner Bohnen. Die Werte geben Anhydro- 

galakturonséure in Prozent des Trockengewichts an. Blanchier-Zeit: 2 Min.; 
Aufbewahrung bei 26,5°. 




















a a. Aufbewahrung | Wasserlésl. | Pectinsaiure Proto- 
°C [Min. ] Pectin u. Pectat pectin 
88 10 2,8 1,8 1,5 
88 30 2,9 1,8 ays 
88 60 2,7 1,7 1,6 
76,5 10 2,4 2,1 1,6 
76,5 30 1,9 2,5 1,5 
76,5 60 1,3 352 1,8 
Bei 76,5° blanchiert, 30 Min. aufbe- 
wahrt, nochmals bei 88° blanchiert 
und vor d. Kochen 30 Min. aufbewahrt 1,8 2,6 1,7 


Tab. 4. Aufbewahrungszeit und pectische Substanzen eingemachter Bohnen. Die 

Werte geben Anhydro-galakturonsiure in Prozent des Trockengewichts an. 

1. Blanchieren: 2 Min. bei der angegebenen Temperatur. Aufbewahrung bei 26,5°; 
2. Blanchieren: 2 Min. bei 88°. 











— beim Aufbewahrungs- Wasserlésl. | Pectinséiure Proto- 
1. B iano _— _ Pectine u. Pectat pectin 
[°C] [Min.] 
76,5 5 Fe | 3,4 1,4 
76,5 30 2,5 3.1 1,6 
76,5 60 2,0 3,9 1,4 
76,5 120 1,5 4,6 1,6 
88 120 2a 3:3 1,5 











Tab. 5. Aufbewahrungstemperatur und pectische Substanzen eingemachter Bohnen. 

Die Werte geben Anhydro-galakturonsiure in Prozent des Trockengewichts an. 

1. Blanchieren: 2 Min. bei der angegebenen Temperatur. Aufbewahrung: 1 Stde. 
2. Blanchieren: 2 Min. bei 88°. 














Temperatur Aufbe- . Salzlésung] pq-Wert 
beim 1. Blan-| wahrungs- — a Proto- | d. einge- der 
chieren temperatur Pec tin ting pectin | machten]} Salz- 
[°C] [°C] Bohnen | lésung 
76,5 5 2,9 1,9 1,8 FI 5,35 
76,5 27 2,0 2,6 1,9 0,8 5,30 
76,5 60 1,2 3,1 a7 0,4 5,15 
76,5 76,5 1,0 3,4 1,5 0,3 5,10 
88 60 3,1 1,9 1,9 1,2 5,40 














Wir untersuchten daraufhin auch die nach dem Blanchieren in den 
Bohnen verbliebene Aktivitit der Pectinmethylesterase, deren Wirkung 
auf wasserlésliches Pectin fiir die beobachtete Pectatvermehrung ver- 
antwortlich sein konnte (s. Abbildung). Die Werte sind in Prozent der 
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urspriinglich in den rohen Bohnen vorhandenen Aktivitat angegeben, in 
denen das in g Trockengewicht enthaltene Enzym in 30 Min. bei 30° 
0,6 m-Aquiv. Methylester spaltete. 
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Pectinmethylesterase in griinen Bohnen nach Blanchieren bei verschiedenen 
Temperaturen. 
Ordinate: Prozent der urspriinglich in den rohen Bohnen vorhandenen Aktivitat. 
Abszisse: Temperatur bei 2 Min. langem Blanchieren. 


Die Viskositat der Salzlésungen konservierter Bohnen war nach dem 
Blanchieren bei 76,5° geringer als nach der 88°-Behandlung. Dieser 
Unterschied konnte durch Inkubation der Lésungen mit Pectinase auf- 
gehoben werden. Bei der Analyse ergab sich, daB héhere Viskositiat immer 
mit héherem Pectingehalt einherging. Daraus ist zu schlieBen, daB wasser- 
lésliche Pectine aus den Schoten in die umgebende Fliissigkeit abgegeben 
werden. Weiterhin wurde beobachtet, daB in dem MaB, wie die wasser- 
léslichen Pectine in der Lésung abnahmen, auch deren py-Wert sank 
(vgl. Tab. 5). Diese pq-Veriinderung war zwar gering, wurde aber regel- 
miiBig in allen Versuchen beobachtet. 


Diskussion 


Unsere Versuche zeigen, daB die Blanchier-Temperaturen eine deut- 
liche Wirkung auf die relativen Anteile der wasserléslichen Pectine und 
der Pectate ausiiben. Besonders interessant ist die Tatsache, daB der 
Anteil der Pectate nach dem Blanchieren zwischen 65,5° und 82° gréBer 
war als ohne Blanchieren oder als nach Blanchieren bei héheren Tempe- 
raturen. Daraus ist zu schlieBen, daB als Folge der Wiirmebehandlung 
bei niedrigen Temperaturen eine Umwandlung wasserléslicher Pectine in 
Pectat stattfindet. Der durch das Blanchieren ausgeléste Vorgang liuft 
auch danach noch weiter ab, bis er durch das Kochen der Bohnen zum 
Stillstand gebracht wird. 
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Die Ergebnisse dieser Arbeit, die an ,,Tendergreen‘‘-Bohnen, einer 
Buschbohnen- Art, erhalten wurden, sind den Befunden von Sistrunk’ 
ihnlich, der mit Stangenbohnen arbeitete. Hoogzand und Moerman! 
beobachteten, daB Blanchieren bei 76,5° ebenfalls die Festigkeit von 
Blumenkohl und Rosenkohl erhéhte. Eine Erhéhung des Anteils an 
Pectinsiiure und Pectaten als Folge einer milden Hitzebehandlung scheint 
demnach auch anderen Friichten und Gemiisen gemeinsam zu sein. 

Die gefundenen Faktoren beziiglich der Pectinsiiure-Vermehrung 
beim Blanchieren lassen vermuten, dai eine enzymatische Esterspaltung 
des Pectins bei dem Vorgang beteiligt ist. Die Art der Verainderungen 
und der Befund, daB das betreffende Enzym durch die Blanchier-Be- 
dingungen nicht inaktiviert wird, deuten darauf hin, daB es sich hier um 
Pectinmethylesterase handelt. 

Die Tatsache, daB Umwandlungen der Pectine durch das Blanchieren 
ausgelést werden und anschlieBend weiter laufen, erinnert an eine ahnliche 
Beobachtung iiber Ascorbinsiaure-Verluste in Erbsen: Robinson, Moyer 
und Kertesz!* fanden, daB bei 72° blanchierte Erbsen wihrend der 
Warmebehandlung und beim anschlieBenden Aufbewahren bei Zimmer- 
temperatur groBe Mengen an Ascorbinsiiure verloren, wihrend bei 80° 
und dariiber blanchierte Erbsen bei Raumtemperatur ihren Ascorbin- 
siure-Gehalt behielten. Die Autoren nahmen an, dai eventuell eine 
Temperatur von 72° ausreicht, die Gewebe aufzuschlieBen, so daB As- 
corbinsiiure durch Ascorbinsiure-Oxydase zerstért werden kann. 

Unter diesen Bedingungen kénnen die beobachteten Veranderungen 
der pectischen Substanzen folgendermafen zustande gekommen sein: 
Wenn griine Bohnen bei 76,5° blanchiert werden, werden die Gewebe 
aufgeschlossen, und die Pectinmethylesterase katalysiert die Umwandlung 
von Pectin zu Pectinsiure, wobei das Ausmai dieser Reaktion von 
Temperatur und Zeit abhingt. Beim anschlieBenden Erhitzen auf 88° 
und dariiber wird das Enzym inaktiviert. Weitere Verainderungen der 
pectischen Substanzen fanden beim Kochen bei 115,5° statt, wobei Proto- 
pectin ab- und wasserlésliches Pectin zunahm. 


Zusammenfassung 


Griine Bohnen hatten nach Blanchieren bei Temperaturen zwischen 
65,5° und 82° einen héheren Pectinsiure-Gehalt als solche, die entweder 
gar nicht oder bei 88° und dariiber blanchiert worden waren; dies gilt auch, 
wenn, die Bohnen anschlieBend bei 115,5° gekocht wurden. Das Ausmab 
der Umwandlung von wasserléslichem Pectin in Pectinsiure nahm mit 
der Aufbewahrungszeit und -temperatur nach dem Blanchieren zu. 


1 C. Hoogzand u. J. A.S. Moerman, persénliche Mitteilung. 
12 W. B. Robinson, J.C. Moyer u. Z. I. Kertesz, Plant Physiol. 24, 317 
[1949]. 
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Pectinmethylesterase griiner Bohnen wurde erst bei Blanchier-Tem- 
peraturen oberhalb von 88° vollig inaktiviert. 


Summary 


Green beans blanched at temperatures between 65,5° and 82°C had 
a greater proportion of their pectic substances as pectic acid than beans 
receiving either no blanch or blanches at 88°C or higher. This was found 
whether the beans were examined after blanching or after cooking at 
115,5°C. The extent of the transformation of water soluble pectin to 
pectic acid was increased with longer holding times and higher holding 
temperatures following blanching. 

The pectin methylesterase of green beans was not completely in- 
activated until blanch temperatures were raised to 88°C. 


Professor Dr. D. B. Hand, New York State Agricultural Experiment Station, 
Cornell University, Geneva, New York, USA. 
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Uber den EinfluB von Diingungs- und Standortsbedingungen 
auf die Zusammensetzung des Hordeins 
(IV. Mitteilung iiber Samenproteine) ! 


‘ Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Gustav Kloos* 


Aus der Chemischen Abteilung des Heiligenberg-Instituts, Heiligenberg/Baden 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juli 1960) 


Herrn Prof. Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburtstag 


In der vorangehenden Untersuchung wurde an einer Anzahl von 
Beispielen gezeigt, da&B die Zusammensetzung des Hordeins der Gerste, 
das Mengenverhiltnis der elektrophoretisch trennbaren Komponenten im 
Hordein, zwar bei verschiedenen Gerstensorten groBe Unterschiede 
zeigt, daB es aber keine typische, konstante Sorteneigenschaft darstellt, 
da es je nach dem Anbaujahr und der untersuchten Sorte, auch unter 
den nimlichen Diingungsbedingungen und bei aihnlichem Gehalt an Ge- 
samteiweiB in der Gerste, teilweise sehr betrichtliche Schwankungen auf- 
wies. Aus diesen Befunden ergab sich die Fragestellung, welche Einfliisse 
neben den der Sorte eigentiimlichen es eigentlich sind, die die Zusammen- 
setzung des Hordeins bestimmen. In der vorliegenden Untersuchung 
haben wir es daher unternommen, zunichst den Einflu8 der Diingung 
mit Stickstoff unter verschiedenen klimatischen Bedingungen und weiter- 
hin den Einflu8 des Standorts unter aihnlichen klimatischen wie Diin- 
gungsbedingungen an einer Anzahl von Gerstensorten zu priifen. 


So gelangten im Jahre 1958 in Osthofen, Rheinhessen**, vier aus- 
gewiahlte Gerstensorten auf benachbarten Parzellen zum Anbau, und 
zwar jeweils ohne besondere Stickstoffdiingung und mit einer Diingung 
entsprechend 40 und 80 kg Stickstoffzufuhr pro Hektar. Drei dieser 
Sorten und dazu noch eine andere, vierte, wurden sodann im Jahre 1959 
ebenfalls in Osthofen nochmals unter den naimlichen Diingungsbedin- 
gungen gezogen. Die Ergebnisse der elektrophoretischen Analyse des 
aus den einzelnen Gerstenproben isolierten Hordeins sind in Tab. 1 und 2 
zusammengestellt. 


* Mit Unterstiitzung und Beratung von Seiten der Deutschen Brau- 
gerstengemeinschaft und des Vereins zur Férderung der Brauwissen- 
schaft. j 
** Durch die dankenswerte Mithilfe der Firma Carl Schill KG, Osthofen. 
1 TIT. Mitteil.: E. Waldschmidt-Leitzu.G. Kloos, diese Z. $14, 218 [1959]. 
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Tab. 1. EinfluB der Stickstoffdiingung auf das Kompenentenverhaltnis imHordein; 
Anbau 1958, Osthofen. (Angaben bedeuten Anteile in °%.) 

















” a- | B- | ve | 6- + €-| Gesamt- 

~— minis Komponente eiweiB % 
Isaria Nova .... keine 34 18 7 40 10,3 
40 kg N/ha 34 | 17 9 | 40 11,2 
80 kg N/ha 30 | 18 | 10 | 41 13,6 
PROSE?) 2 SS keine 49 f 13 31 1a AL 
40 kg N/ha 42 9 15 35 11,1 
80 kg N/ha 36 ll 15 38 10,5 
Schil104 ..... keine 43 27 10 18 10,6 
40 kg N/ha 40 at | 12 20 132 
80 kg N/ha 46 27 5 20 12,6 
ich CS | i a keine 35 19 10 35 10,3 
40 kg N/ha 33 | 23 8 | 30 11,2 
80 kg N/ha 35 | 25 4} 8 11,8 











Tab. 2. EinfluB der Stickstoffdiingung auf das Komponentenverhaltnis imHordein; 
Anbau 1959, Osthofen. (Angaben bedeuten Anteile in %. 





o- | B- | Y- | 6- +6. Gesamt- 


Sorte Diingun xesamt- 
“ies Komponente eiweiB % 





Isaria Nova .... keine 27 16 12 44 11,6 
40 kg N/ha 29 18 11 42 11,7 
80 kg N/ha 26 13 1l 50 12,4 


Proctor . . 3. «+. keine 36 23 30 11 10,2 
40 kg N/ha 41 15 3 42 13,7 
80 kg N/ha ot 11 9 43 12,0 
SchwlliOs 2.2 2s « keine 53 6 31 10 10,5 


40kg N/ha | 43 | 12 6 | 38 | 12,2 
80kg N/ha | 40 | 12 5 | 42 | 12,4 


Firlbecks Union. . . keine 44 19 26 10 10,8 
80 kg N/ha 49 7 11 32 12,0 




















Der Vergleich der Analysenergebnisse aus den beiden Tabellen fiihrt 
zu der Feststellung, da fiir das Anbaujahr 1958 bei keiner der vier unter- 
suchten Gerstensorten ein wesentlicher EinfluB gesteigerter Stickstoff- 
zufuhr auf die Zusammensetzung des Hordeins, insbesondere auf die 
Beteiligung der glutaminsiure- und prolinreichsten 6- und e-Kompo- 
nenten, zu bemerken war, auch nicht in Fallen einer durch die Diingung 
bedingten erheblichen Steigerung des Gehaltes der Gerste an Gesamt- 
eiweiB. Fiir das Anbaujahr 1959 gilt der Befund einer verhaltnismaBig 
diingungsunabhingigen Zusammensetzung nur noch fiir eine der unter- 
suchten Sorten, die Sorte Isaria Nova, wihrend bei den iibrigen drei 
Sorten mit steigender Stickstoffdiingung starke Veriinderungen im Kom- 
ponentenverhiltnis verbunden sind, die vor allem in wesentlichen Er- 
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héhungen des Gehalts an den 6- und e-Komponenten zum Ausdruck 
kommen. Man kénnte daran denken, da fiir die starke BeeinfluBbarkeit 
dieser Sorten die abweichenden klimatischen Bedingungen in den beiden 
Anbaujahren mit verantwortlich sind. In der Tat hat sich aus ver- 
gleichenden Anbauversuchen von zwei der angefiihrten Sorten, Isaria 
Nova und Proctor, welche im Jahre 1959 in Lindern mit stark unter- 
schiedenen klimatischen Verhiltnissen, in Italien* und in Irland**, 
durchgefiihrt wurden, ergeben, dafi die letztangefiihrte Sorte, Proctor, 
nur beim Anbau in Italien auf gesteigerte Stickstoffzufuhr mit einer 
wesentlichen Verainderung des Komponentenverhiiltnisses im Hordein 
reagiert, wihrend dessen Zusammensetzung beim Anbau in Irland nur 
gewisse Schwankungen zeigt; andererseits findet man die Zusammen- 
setzung des Hordeins der Sorte Isaria Nova in beiden Fallen verhiltnis- 
maBig konstant. 

Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Tab. 3 wiedergegeben, unter 
Beschrinkung auf die Anfiihrung der Werte fiir die «- und die 6- + 
é-Komponenten. 


Tab. 3. EinfluB der Stickstoffdiingung auf das Komponentenverhaltnis im Hordein; 
Anbau 1959 in Italien und in Irland. 


























Angebaut in Italien Angebaut in Irland 
Sorte Diingung a- |d6-+e-| BiweiR a- |6-+€-] Biweig 
Komponente % Komponente % 

Proctor keine 40 12 10,9 53 40 14,4 
40kgN/ha | 47 | 11 11,6 55 | 682 13,8 

80kg N/ha | 30 32 12,5 52 36 14,6 

Isaria Nova keine 30 33 11,2 42 48 16,8 
40 kg N/ha | 31 35 12,4 44 44 15,5 

80kg N/ha | 33 | 34 13,8 42 | 48 13,6 








Des weiteren wurde im Anbaujahr 1959 der Einflu8 der Standorts- 
bedingungen an 22 verschiedenen Gerstensorten gepriift, welche bei 
ihnlichem Stickstoffgehalt des Bodens und ohne zusiitzliche Stickstoff- 
diingung an drei verschiedenen Standorten innerhalb Bayerns, niamlich 
in Erbachshof (Unterfranken), in Kéfering (bei Regensburg) und in 
Klosterzimmern (bei Nérdlingen) zum Anbau gekommen waren***, also 
unter aihnlichen klimatischen Bedingungen. Die Auswertung der in Tab. 4 
verzeichneten Ergebnisse fiihrt zu der iiberraschenden Feststellung, dai 
das Hordein aller Gerstensorten aus dem Standort Klosterzimmern, von 
einer einzigen Ausnahme abgesehen (Nr. 14 der Tab.), geringere, zum 


* Herrn Prof. Dr. Marcello Piccioni in Brescia sind wir fiir die Durch- 
fiihrung der Anbauversuche zu besonderem Danke verpflichtet. 

** Anbau durchgefiihrt in der Versuchsstation Ballinacurra, Irland. 

*** Unter Mitwirkung von Herrn Regierungsrat Dr. E.Ulonska von der 
Bayerischen Landessaatzuchtanstalt in Weihenstephan sowie von Herrn Ober- 
landwirtschaftsrat Dr. K. Winkler, Miinchen-Pasing. 
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groBen Teil vergleichsweise sehr geringe Anteile an den 6- und e-Kom- 
ponenten enthilt, wihrend deren Anteile aus den beiden anderen Stand- 
orten héher, vielfach wesentlich héher, zudem in vielen Fallen iiberein- 
stimmend gefunden werden. 


Tab. 4. Einflu8 des Standorts auf das Komponentenverhaltnis im Hordein; 
Anbau 1959. (Angaben bedeuten Anteile in %.) 























Nr. Sorte Standort a [2 sin Kiw ei6 
Komponente (%) 
1 J serie Erbachshof 43 37 12,7 
Kofering 36 38 11,7 
Klosterzimmern 57 10 9,8 
2 Ligeti) er Erbachshof 43 37 12,6 
K6éfering 40 34 11,0 
Klosterzimmern 58 9 9,1 
i] Breuns Wisa..... Erbachshof 41 40 12,9 
K6ofering 42 39 11,6 
Klosterzimmern 46 yal 8,7 
4 Ackermanns Donaria Erbachshof 44 40 14,1 
K6fering 45 35 11,8 
Klosterzimmern 57 8 9,7 
5 Ackermanns 170 Erbachshof 43 39 13,1 
K6fering 44 36 11,1 
Klosterzimmern 50 9 9,3 
6 Heines Haisa IT Erbachshof 41 38 13,5 
K6fering 43 38 11,8 
Klosterzimmern 55 10 9,6 
7 Strengs Franken IIT. Erbachshof 44 35 1351 
K6fering 40 35 11,6 
Klosterzimmern 53 9 9,3 
8 Stanka frith ..... Erbachshof 40 37 12,6 
Kofering 41 31 11,5 
Klosterzimmern 63 9 10,2 
9 Ackermanns Isaria kurz K6fering 48 40 11,2 
Klosterzimmern 61 10 9,1 
10 Firlbecks III neu. . . K6fering 44 38 12,1 
Klosterzimmern 60 12 9,4 
1] Millers Franken II . . K6fering 51 30 13,1 
Klosterzimmern 67 7 9,8 
12 Hadostreng ..... KOofering 37 47 12,3 
Klosterzimmern 54 10 9,9 
13 Strengs Aurea K6fering 41 Ad 11,3 
Klosterzimmern 59 9 9,3 
14 Firlbeck St. 8906 . K6fering 49 9 11,2 
Klosterzimmern 55 9 10,4 
15 Millers 323/2400 . . . K6fering 23 36 11,2 
Klosterzimmern 66 8 9,4 
16 OUTIGBD 666 ey a Erbachshof 53 33 13,0 
K6fering 53 11 10,3 
Klosterzimmern 56 10 8,6 
iy Breuns Volla..... Erbachshof 39 50 14,1 
K6fering 39 43 11,2 
Klosterzimmern 43 28 9,4 
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Tab. 4. (Fortsetzung) 

















Nr. Sorte Standort he tle Eiweib 
Komponente| —(o) 
18 Firlbecks Union. . . . Erbachshof 42 39 12,6 
K6fering 39 39 11,3 
Klosterzimmern 51 25 9,2 
19 Lichtis DN. ..... Erbachshof 30 47 14,8 
K6fering 32 47 13,0 
Klosterzimmern 49 36 9,8 
20 Haarer Julia... . . Erbachshof 42 42 13,7 
K6fering 43 40 11,7 
Klosterzimmern 55 20 11,0 
21 Breustedts Frisia . . . Erbachshof 41 36 12.7 
s K6fering 42 36 11,9 
Klosterzimmern 48 34 s1,1 
22 Schmidts Sunna ... Erbachshof 38 44 13,1 
K6fering . 36 43 11,3 
Klosterzimmern 52 29 9,7 











Wie die Tabelle zeigt, sind bei der Mehrzahl der angefiihrten Bei- 
spiele (Nr. 1—16) die Unterschiede im Gehalt an den 6- und e-Kompo- 
nenten des Hordeins vom Standort Klosterzimmern so geringfiigig, dab 
diese Gerstensorten sich in dieser Hinsicht kaum mehr unterscheiden 
lassen. Den Gehalt an den «-Komponenten findet man zwar entsprechend 
in allen Fallen beim Standort Klosterzimmern am héchsten, die Unter- 
schiede gegeniiber den beiden anderen Standorten sind dagegen nicht so 
ausgepriigt wie die des Gehaltes an den 6- +- «-Komponenten. Wenngleich 
die Gersten aus dem Standort Klosterzimmern stets den geringsten 
Eiweibgehalt aufweisen, lit sich, wie die eingehendere Betrachtung der 
Tabelle ergibt, doch keine sichere Beziehung zwischen dem relativen 
Eiwei8gehalt der Gerste aus den einzelnen Standorten und dem Kompo- 
nentenverhaltnis im Hordein erkennen. 


Die Ergebnisse insgesamt erweisen den iiberragenden EinfluB der 
Standortsbedingungen auf das Komponentenverhiltnis im Hordein, so 
sehr, daB bei der Mehrzahl der Beispiele dieses Verhialtnis als Sorten- 
kennzeichen ausscheidet. Fiir die Weiterfiihrung der Arbeit ergibt sich 
die Aufgabe zu untersuchen, inwieweit sich der beobachtete Standorts- 
einfluB zu einer verschiedenen Bodenbeschaffenheit, beispielsweise einem 
verschiedenen Gehalt des Bodens an Spurenelementen, in Beziehung 
setzen laBt, und die weitere Aufgabe zu ermitteln, ob die Wiederholung 
des Anbaus der verschiedenen Sorten in einem anderen Jahr zu einer 
ahnlichen Differenzierung nach dem Standort fiihrt und inwieweit auch 
klimatische Faktoren dabei mitspielen. 


Herrn Hermann Auer sowie Frl. Ingrid Hiitt] und Frl. Christa Sigrist 
sind wir fiir ihre wertvolle Mitarbeit bei der Ausfiihrung und bei der Auswertung 
der Analysen zu besonderem Dank verpflichtet. 








Ger 
the 

was 
nitr 
sup} 


exce 
in 3 
no | 
on t 


nisch 





960) 


bE aad 





Bd. 321 (1960) Samenproteine, IV 119 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebenst fiir die 
zur Verfiigung gestellten Mittel, dem Bundesministerium fiir Ernahrung, 
Landwirtschaft und Forsten fir die Bewilligung einer Technischen Assistentin. 


Methodik 


Die Isolierung des Hordeins wurde durch direkte Extraktion des Gerstenmehls 
mit 75proz. Alkohol vorgenommen, wie in der III. Mitteilung beschrieben; die 
elektrophoretische Analyse wurde in allen Fallen mit der hochempfindlichen 
Apparatur Fokal B der Firma Striibin & Co., Basel, nach Tiselius durchgefiihrt, 
gleichfalls unter den in der III. Mitteilung angegebenen Bedingungen. 


Zusammenfassung 


An 4 verschiedenen Gerstensorten wurde nach dem Anbau auf 
3 Standorten, in Deutschland, Irland und Italien, der Einflu8B der Diin- 
gung mit Stickstoff auf das Komponentenverhiltnis im Hordein unter- 
sucht. Es ergab sich, daB nur bei einer der untersuchten Sorten die Hor- 
deinzusammensetzung unabhingig von der Stickstoffzufuhr blieb, 
wihrend bei den anderen Sorten sich der EinfluB der Stickstoffdiingung 
als standortabhiingig erwies. Ein iiberragender EinfluB der Standorts- 
bedingungen ergab sich ferner aus der Analyse von 22 verschiedenen 
Sorten, welche auf 3 verschiedenen Standorten innerhalb Bayerns ge- 
wachsen waren, so das in vielen Fallen Sortenunterschiede nicht mehr 
erkennbar waren und die Zusammensetzung des Hordeins allein vom 
Standort abhingig gefunden wurde. 


Summary 


4 different kinds of barley have been cultivated at 3 stations in 
Germany, Ireland and Italy, and the influence of nitrogen fertiliser on 
the composition of the hordein investigated. Only in one of the types 
was the composition of the hordein found to be independent of the 
nitrogen supply. With the other types, the influence of the nitrogen 
supply was dependent upon the place of cultivation. 

The influence of the conditions at the place of cultivation was 
excellently demonstrated by the analysis of 22 different types, grown 
in 3 different places in Bavaria. In many cases, the type differences were 
no longer recognisable, and composition of the hordein depended solely 
on the place of cultivation. 


Prof. Dr. E. Waldschmidt-Leitz, Institut fiir Organische Chemie der Tech- 
nischen Hochschule, Miinchen, ArcisstraBe 21. 
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Chromatographie aromatischer Nitroverbindungen 


an Polyamid* 
Von 
Wolfgang Gra8mann, Helmut Hérmann und Hans von Portatius) 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei8- und Lederforschung, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1960) 


Herrn Prof. Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburtstag in Verehrung und alter Ver. 
bundenheit gewidmet 


Die Fahigkeit phenolischer Hydroxylgruppen, starke Wasserstoff- 
briicken zu Peptidbindungen auszubilden', wird seit einiger Zeit zur 
siulenchromatographischen Trennung von Phenolen an Polyamid aus- 
genutzt? 8. Polyamid wirkt dabei wie ein festes Lésungsmittel fiir die 
Phenole, da dieselben nicht nur an der Oberfliche des Kornes fest- 
gehalten werden, sondern auch in das Innere eindringen kénnen. Das 
Verfahren bekommt dadurch den Charakter einer Verteilungschromato- 
graphie, bei der sich die zu trennenden Substanzen zwischen einem 
strémenden Lésungsmittel und einer stationiren festen Phase verteilen. 
Als besonderer Vorteil ist dabei die hohe Kapazitit solcher Saéulen zu 
nennen, die es gestattet, auch vergleichsweise gréBere Mengen chromato- 
graphisch aufzutrennen. 

Die Chromatographie an Polyamid hat sich in der Zwischenzeit ganz besonders 


zur Trennung und Isolierung verschiedener phenolischer Naturprodukte wie Gerb- 
stoffe*, Flavone®®, Chalkone® und Pflanzenfarbstoffe? bewahrt. Auch eine groBe 





* Vorgetragen auf der Hauptversammlung der Gesellschaft Deutscher Che- 
miker in Stuttgart am 30. April 1960. 


1M. St. C. Flett, J. Soc. Dyers Colourists 68, 59 [1952]; C.G. Cannon, | 


Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 1955, 555. 


2 V. Carelli, A. M. Liquori u. A. Mele, Nature [London] 176, 70 [1955]. © 


3 W. GraBmann, H. Hérmann u. A. Hartl, Makromolekulare Chem. 21, 
37 [1956]. 


4 W.GraBmann, H. Endres, W. Pauckner u. H. Mathes, Chem. Ber. | 
90, 1125 [1957]; H. Endres, Leder 8, 222 [1957]; W. GraBmann, ebenda 9, 193 | 
[1958]; W. GraBmann, H. Endres u. W. Pauckner, Chem. Ber. 91, 134 [1958]; | 
H. Endres u. K. Merkle, ebenda im Druck; H. Endres u. F. Leppmeier, | 


ebenda im Druck. 

5 L. Hérhammer, H. Wagner u. W. Leeb, Naturwissenschaften 44, 513 
[1957]; L. H6rhammer, H. Wagner u. H. Grasmaier, ebenda 45, 388 [1958]; 
L. Hérhammer, H. Wagner, J. Izquierdo u. H. Endres, Arch. Pharmaz. Ber. 
dtsch. pharmaz. Ges. 291/68, 269 [1958]; M. Oppelt, Dissertat. Univ. Miinchen 1958; 
D. E. Hathway u. J. W. T.Seakins, Biochem. J. 72, 369 [1959]; R. D. Har- 
worth, Symposium of Plant Phenolic Group, 21. 4. 60, Egham. 

6 R. Neu, Nature [London] 182, 660 [1958]. : 


7 O. Th. Schmidt u. W.Schénleben, Z. Naturforsch. 12b, 262 [1957]; ; 


O. Th. Schmidt, P. Becher u. M. Hiibner, Chem. Ber. 98, 1296 [1960]. 
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Anzahl synthetischer Verbindungen, welche mehr oder weniger den Gerbstoffen 
nahestehen, wurde an Polyamid chromatographiert®®. Die zuletzt genannten 
systematisch durchgefiihrten Versuche® lieferten wertvolles Erfahrungsmaterial 
iiber Zusammenhange zwischen Struktur und chromatographischem Verhalten der 
Phenole und gaben zusitzlich Einblicke in den Mechanismus der Gerbung. Eine 
gewisse Affinitét zu Polyamid besitzen auch Carbonsauren”, vor allem Dicarbon- 
sauren und die Vertreter der aromatischen Reihe, sowie aromatische Sulfonsauren?:!9, 
Allgemein kann man feststellen, da8 mit Zunahme des aromatischen Anteils die 
Affinitét zu Polyamid ansteigt®, 

Bei der Priifung einer groBen Anzahl von Substanzen auf ihr 
chromatographisches Verhalten an Polyamid war aufgefallen, daB auch 
aromatische Nitroverbindungen, besonders solche mit mehreren Nitro- 
gruppen, von Polyamid ziemlich festgehalten werden!®. Die meisten von 
ihnen konnten nur mit stark eluierenden Lésungsmitteln, wie Form- 
amid, Dimethylformamid oder Pyridin von der Siule gewaschen werden. 
Aber auch dann wanderten die Verbindungen nur in sehr breiten ver- 
waschenen Banden, die sich nicht fiir eine chromatographische Trennung 
eigneten. 

Steuerle und Hille" trennten DNP-Aminosauren* an Poly- 
caprolactam, indem sie die Elution mit Phosphatpuffer bei erhéhter 
Temperatur durchfiihrten. 


Wie bereits kurz mitgeteilt, kénnen DNP-Aminosauren auch mit 
salzfreien Lésungsmittelgemischen, bestehend aus Dimethylformamid, 
Eisessig, Wasser und Alkohol, an Polycaprolactam chromatographiert 
werden!?, Die Verbindungen wandern als schmale Zonen, die sich gut 
voneinander abtrennen. Die Rr-Werte einer Reihe von DNP-Amino- 
siuren und einigen ihrer Derivate zeigt Tab. 1. 


Bei der Betrachtung der Werte fallt auf, daB N*-DNP-Lysin und 
N*-DNP-Arginin wesentlich schneller als die anderen DNP-Amino- 
siuren durch die Saéule wandern. Dieses Verhalten hangt sicherlich mit 
dem zwitterionischen Charakter dieser DNP-Aminosauren zusammen. 
Ein abnliches Verhalten ist auch von freiem Tyrosin bekannt®, bei dem 
die Affinitét der phenolischen Hydroxylgruppe zum Polyamid aus dem- 
selben Grunde nicht zur Wirkung kommen diirfte. Im Vergleich zur 
Chromatographie an anderen Systemen!’, welche ebenfalls organische 


* Verwendete Abkiirzungen: DNP- = Dinitrophenyl-; im = Substitution am 
Imidazol-N des Histidins. 

8 W. GraBmann, H. Endres, M. Oppelt u. H. ElSissi, Leder 10, 149 
[1959]. 

® G. Reich u. W. Barthel, Gesammelte Abh. dtsch. Lederinst., Freiberg/Sa., 


; || Heft 14, 27 [1959]. 


oH. Endres, W. GraBmann u. M. oe diese Z. 817, 21 [1959]. 
11 H. Steuerle u. E. Hille, Biochem. Z. 331, 220 [1959]; s.a. H. Zahn u. 


-. ||E, Hille, Z. Naturforsch. 18b, 824 [1958]. 


12 H. Hérmann u. H. v. Portatius, diese Z. 815, 141 [1959]. 
13 Siehe z. B. F. Sanger, Biochem. J. 89, 507 [1945]; J. C. Perrone, Nature 


| [London] 167, 513 [1951]; F.C. Green u. L. M. Kay, Analytic. Chem. 24, 727 


[1952]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 321 9 
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Tab. 1. Rr-Werte von DNP-Aminosauren und einigen ihrer Derivate an Poly- 


caprolactam. 


1. Entwicklungsgemisch: Dimethylformamid/Eisessig/Wasser/Athanol 5:10:30: 20 





Ry-Wert, berechnet auf 


Anfang 


Maximum 


der Elutionshande* 





oe sing gg as cw 4 
MUM gk ee ek 
I ea as 


TID 5 ao 6, SLi: SIRS awh: iS Se. ae 
DNP-Serin 
SOIIIMUEM CO oles. A es woe a's es 
Lie [1 Ta Sen ne 
DNP-Glutaminsaure 
DNP-Phenylalanin .............. 
Of go Co i 
DNP-Asparaginsiure ...........22-. 
LPL 6 ee 
DNP-Tryptophan, 


DNP-«-Amino-valerolacton. .......... 
LCL i ES See ee eee 
MOP AMO, oo tl 
DNP-«-Amino-6-hydroxy-valeriansiure .... . 
DNP-«-Amino-butyrolacton .......... 


“Se eee ye ae ee oo oe 


2. Entwicklungsgemisch: Dimethylformamid/Eisessig/Wasser/Athanol 8:1! 


N*.im-Bis-DNP-Histidin ........... 
O.N-Bis-DNP-Tyrosin ............ 
N*,N®-Bis-DNP-Ornithin ........... 
N*. N:-Bis-DNP-Lysin. ............ 





0,92 
0,86 
0,57 
0,40 
0,33 
0,32 
0,32 
. 0,31 
0,30 





0,86 
0,77 
0,45 
0,38 
0,31 
0,29 
0,30 
0,29 
0,27 
0,24 
0,24 
0,22 
0,23 
0,20 
0,14 


0,50 
0,40 
0,38 
0,31 
0,30 


t 


2:25:20 


~ 


0,52 
0,24 
0,19 
0,16 


* In der ersten Mitteilung'* waren die Ry-Werte des Anfangs der Elutionsbande mitgeteilt 
worden. Es scheint uns jedoch richtiger, wie allgemein iiblich, die R,-Werte auf das Maximum (er 


Elutionsbande zu berechnen. 


Lésungsmittel zur Elution von DNP-Aminosiiuren verwenden, wandern 


an Polycaprolactam DNP-Valin, DNP-Leucin, DNP-Isoleucin und 
DNP-Alanin gegeniiber den iibrigen Vertretern verhaltnismiBig lang- 
sam. Offenbar besitzen die aliphatischen Seitenketten eine gewisse 
Affinitét zu den Pentamethylenketten des Polycaprolactams. Ver- 
gleichsweise schnell werden dagegen DNP-Threonin und DNP-Serin 
eluiert. Die aliphatische Hydroxylgruppe entwickelt. wahrscheinlich eine 
Affinitaét zum Elutionsmittel, nicht aber zum Polyamid. DNP-Glutamin- 


siiure und DNP-Asparaginsiure werden durch ihre zweite Carboxylgruppe 








0 
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stiirker zuriickgehalten. Ist dieselbe amidiert (DNP-Glutamin und DNP- 
Asparagin), dann beobachtet man ein wesentlich schnelleres Wandern. 
Die verzégernde Wirkung einer freien Carboxylgruppe kann man auch 
gut am Paar DNP-«-Amino-valerolacton und DNP-«-Amino-d-hydroxy- 
valeriansiure beobachten. Das Lacton wandert erheblich schneller als 
die freie Saure. Die aromatischen Vertreter DNP-Phenylalanin und vor 
allem DNP-Tryptophan werden verhiltnismaiig langsam eluiert. Es 
war ja bereits eingangs darauf hingewiesen worden, daB aromatische 
Verbindungen eine gewisse Affinitit zum Polyamid besitzen. 


Bis-DNP-Aminosiuren haften an Polycaprolactam sehr fest und 
miissen durch ein stirker wirkendes Lésungsmittel mit héherem Di- 
methylformamid- und Eisessiggehalt eluiert werden (Tab. 1). Das gilt 
auch fiir O.N-Bis-DNP-Tyrosin, von dem in der vorhergegangenen 
kurzen Mitteilung!? irrtiimlich gesagt worden war, daB es in allen unter- 
suchten Systemen mit der Lésungsmittelfront wandert. 


DNP-Peptide riicken in dem fiir Mono-DNP-Aminosauren geeig- 
neten Lésungsmittelgemisch verhialtnismafig schnell vor (Tab. 2). Die 
Dinitrophenylgruppe, welche zur Hauptsache die Affinitaét zum Poly- 
amid vermittelt, macht hier bereits einen wesentlich geringeren Anteil 
vom Gesamtmolekiil aus. Fiir die Chromatographie von DNP-Peptiden 
diirfte es sich daher empfehlen, schwicher eluierende Lésungsmittel mit 
geringerem Dimethylformamid- und Eisessiggehalt zu verwenden. DNP- 
Leu-Gly-[N*-DNP-Lys]-OH, welches zwei DNP-Reste im Molekiil be- 
sitzt, haftet etwas fester. 


In Abb. 1 und 2 sind chromatographische Trennungen verschiedener 
DNP-Aminosiuren und -peptide angegeben (vgl. dazu auch I. c.1*). Man 
erkennt, daB die Verbindungen als verhaltnismaiBig schmale Banden gut 
getrennt aus der Saule treten. Aus Tab. 3 kann man entnehmen, da} 
die getrennten Verbindungen in quantitativer Ausbeute im Eluat wieder- 
gefunden wurden. 


Tab. 2. Ry-Werte verschiedener DNP-Peptide an Polycaprolactam. Entwicklungs- 
gemisch: Dimethylformamid/Hisessig/Wasser/Athanol 5:10:30:20. 





Ry-Wert, berechnet auf 
Anfang Maximum 
der Elutionsbande* 








DNP-Theu-Gly-GlynOis. <6 anes ee ee 0,63 0,60 
DNP=Pro-Gly-PO0-Ol.. 65k soles is 6 ee 0,60 0,56 
MONG GIVER wk tw ket 8 ee 0,57 0,51 
DNP-Gly-Phe-Glu-OH. ............ 0,52 0,48 
DNP-Leu-Gly-[N*-DNP-Lys]-OH ....... 0,24 0,22 


* Vergl. dazu Bemerkung von Tab. 1. 
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Abb. 1 Abb. 2 


Abb. 1. Chromatographische Trennung von V*-DNP-Arginin (I), DNP-Prolin (II), 
DNP-Valin (III) und DNP-Phenylalanin (IV) an Polycaprolactam. Elutionsmittel: 
Dimethylformamid/Eisessig/Wasser 5:10:30:20; Saule: 400 x 9 mm; Aufgetragene 
Mengen: I 0,32 mg, IT 0,56 mg, ITT 0,35 mg, IV 0,66 mg. 
Abb. 2. Chromatographische Trennung von DNP-Leu-Gly-Gly-OH (I), DNP-Gly- 
Phe-Glu-OH (II) und DNP-Leu-Gly-[V*-DNP-Lys]-OH (III) an Polycaprolactam. 
Elutionsmittel: Dimethylformamid/Hisessig/Wasser/Athanol 5:10:30:20; Saule: 
3009 mm; Aufgetragene Mengen: I 0,37 mg, IT 0,52 mg, III 0,59 mg. 


Tab. 3. Ausbeuten bei der Trennung von DNP-Aminosiuren und Peptiden an 






























0,07 mg eluiert. 





Polycaprolactam. 
Versuch mg 

nach Getrennte Substanzen ; surtick- — 

Abb. eingesetzt gewonnen ° 
1 N*-DNP-Arginin .. . 0,32 0,338 + 5,6 
DNP-Prolin. ..... 0,56 0,540 — 3,5 
DNP-Valin ...... 0,35 0,350 0,0 
DNP-Phenylalanin . . 0,66 0,690 + 4,5 
2 DNP-Leu-Gly-Gly-OH 0,37 0,354 — 4,3 
DNP-Gly-Phe-Glu-OH . 0,52 0,520 0,0 

DNP-Leu-Gly- 

[N&-DNP-Lys]-OH . . 0,59 0,589 — 0,2 


Aus Abb. 3 ist ersichtlich, das das chromatographische Verhalten 
von DNP-Threonin von der aufgebrachten Substanzmenge in weiten 
Grenzen unabhingig ist. Bei Beladung einer Siule von 314 x 9 mm mit 
2,85 mg wurde DNP-Threonin in einer etwa gleichen Breite wie bei 








<—RF 200 weeiaasy, 


to 





30) 





en. 
en 
nit 
bei 





Bd. 321 (1960) Chromatographie aromatischer Nitroverbindungen 125 





Abb. 3. Chromatographisches Verhalten 10 f 
von DNP-Threonin in Abhangigkeit von h ! 





der aufgebrachten Menge: I 2,85 mg, 

II 0,28mg, III 0,14mg, IV 0,07mg. bys 
Elutionmittel : Dimethylformamid/Eis- | 
essig/Wasser/Athanol 5:10:30:20; Saule: 05 
314xX9mm. Zum Kolorimetrieren wurde 

der Glascheninhalt (I 4 cm*, II 4 cm, 

III 3 cm’, IV 3 cm*) mit Athanol auf ein 
Volumen von I 16 cm’, IT 8 em, IIIT 3 cm? Il I! 


: Re, 
und IV 3 cm? verdiinnt. 40 500 “0 450 20 <5f0 20 45 
Anzahl d. Frakt. 












































AuBer DNP-Aminosiuren kénnen auch andere aromatische Nitro- 
verbindungen an Polycaprolactam chromatographiert werden. Die in 
Tab. 4 zuerst genannten Nitroverbindungen, bei denen es sich in den 
meisten Fallen um Dinitrophenyl-Verbindungen handelt, wandern in 
dem fiir DNP-Aminosiuren verwendbaren Lésungsmittelgemisch im 
allgemeinen etwas schneller als die Aminosaurederivate. Es fehlt ihnen 
ja auch die Carboxylgruppe, die bei den DNP-Aminosiiuren eine zusiitz- 
liche Haftung am Polycaprolactam bewirkt. 


Tab. 4. Ry-Werte verschiedener Nitroverbindungen an Polycaprolactam 
(bezogen auf das Maximum der Elutionsbande). 


1. Entwicklungsgemisch: Dimethylformamid/Eisessig/Wasser/Athanol 5:10:30:20 





Nitrobenzol .......2... 0,69 
1.2-Dinitro-benzol. ....... 0,81 
1.3-Dinitro-benzol. ....... 0,54 
3-Nitro-N.N-dimethyl-anilin . . . 0,64 
4-Nitro-N.N-dimethyl-anilin . . . 0,64 
2.4-Dinitro-N.N-dimethyl-anilin . 0,53 
2.4-Dinitro-thioanisol . ..... 0,69 
2.4-Dinitro-anisol. ....... 0,69 
2.4-Dinitro-N-methyl-anilin . . . 0,69 
2.4-Dinitro-acetanilid ...... 0,60 
2.4-Dinitro-anilin . ....... 0,38 
2.4-Dinitro-phenol. . ...... 0,37 


2. Entwicklungsgemisch: Polyathylenglykol/Formamid/Ameisensiure/Dimethyl- 
formamid/Eisessig/Wasser/Athanol 40:20:15:30:50:35:50 





Pikrinséure. .......... 0,49 
3.5-Dinitro-salicylsiure ..... 0,47 
Martiusgelb .......... 0,40 
Styphninsiure ......... 0,37 
Pikrolonsaure. ......... 0,36 
symm. Trinitrobenzol ...... 0,35 
Flaviansture. ......... 0,20 
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An der Reihe Nitrobenzol, 1.3-Dinitro-benzol und 1.3.5-Trinitro- 
benzol (siehe unterer Teil der Tabelle) erkennt man, daB eine Affinitit 
zum Polyamid erst nach der Einfiihrung einer zweiten Nitrogruppe in 
den aromatischen Kern merklich in Erscheinung tritt. Im 1.2-Dinitro- 
benzol kommt diese zweite Nitrogruppe noch nicht zur Wirkung, mig- 
licherweise da sie durch die andere sterisch behindert ist und sich nicht 
koplanar zum aromatischen Kern einstellen kann. Einfiihrung eines 
elektronenspendenden Substituenten in den dinitrierten Benzolkern setzt 
die Affinitét zum Polyamid in vielen Fallen herab. Ausnahmen bilden 
2.4-Dinitro-N.N-dimethyl-anilin, bei dem die Dimethylaminogruppe 
offenbar ebenfalls in ihrer koplanaren Einstellung zum Dinitropheny|- 
kern gehindert ist'*, sowie 2.4-Dinitro-anilin und 2.4-Dinitro-phenol. Dort 
scheinen die Amino- und die Hydroxylgruppe eine Affinitaét zum Poly- 
amid hervorzurufen!*. Diese Affinitit der aromatischen Aminogruppe 
fallt bereits weg, wenn nur ein Wasserstoffatom substituiert ist. Das 
andere ist durch H-Briickenbildung mit der o-Nitrogruppe maskiert 1°. 

Die vergleichsweise geringe Affinitiit der Mononitroderivate 3- und 
4-Nitro-N.N-dimethyl-anilin diirfte auf einem ganz anderen Prinzip als 
die héher nitrierter Derivate beruhen und wahrscheinlich nur durch 
Dipolwechselwirkung zu erkliren sein. 

Hoher nitrierte aromatische Verbindungen, wie sie im unteren Teil 
von Tab. 4 aufgefiihrt sind, haften an Polycaprolactam auBerordentlich 
fest und bleiben mit dem oben verwendeten Lésungsmittel praktisch am 
oberen Teil der Saule sitzen. Zur Elution eignet sich ein verhiltnismiBig 
kompliziertes Gemisch aus Polyiithylenglykol, Formamid, Ameisensiure, 
Dimethylformamid, Eisessig, Wasser und Alkohol im Verhialtnis 40:20: 
15:30:50:35:50. Lediglich Amidoschwarz 10 B kann auch mit diesem 
Gemisch nicht eluiert werden. 


15 





In Abb. 4 ist eine chromatographische 
Trennung dreier Nitroverbindungen an Poly- 
caprolactam mit dem zuletzt genannten 
7-Komponenten-Gemisch wiedergegeben. Die 
Jerbindungen treten ebenfalls wieder als 
scharfe Banden aus der Saule. 








1D 
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Dinitro-N.N-dimethyl-anilin (I), Pikrinsaure (IT) und 
Flavianséure (III) an Polycaprolactam. Elutions- 
1 mittel : Polyathylenglykol/Formamid/Ameisensaure/ 
7 I} 0 uh a Dimethylformamid / Kisessig/Wasser /Athanol 
cm Elvat —— 




















Abb. 4. Chromatographische Trennung von 2.4- 
[i 





40:20:15:30:50:35:50; Saule: 305 x9 mm. 
14 Vgl. dazu: H. Hérmann u. H. Endres, Z. Naturforsch. 10b, 150 [1955]; 
B. Franck, H. Hérmann u. 8S. Scheibe, Chem. Ber. 90, 330 [1957]. 
15 Vgl. dazu G. Otto, Leder 4, 1 [1953]; 6, 207 [1955]. 
16H. Hoyer, Z. Elektrochem. angew. physik. Chem. 54, 413 [1950]; 
L. Holleck, H. Marsen u. H. J. Exner, Z. Naturforsch. 9b, 90 [1954]. 
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Untersuchungen zum Haftmechanismus 


Die groBe Haftfestigkeit héher nitrierter aromatischer Verbindungen 
an Polyamid wirft die Frage auf, welcher Art die Affinititskrafte zwi- 
schen Nitroverbindung und Polyamid sind. Um einen Anhaltspunkt 
dafiir zu bekommen, bestimmten wir zunichst die Konzentrationsab- 
hingigkeit der Bindung von DNP-Glycin durch Polycaprolactam. 

Wie man aus Abb. 5 entnehmen kann, liBt sich die Verteilung von 
DNP-Glycin zwischen Polyamid und dem zur Chromatographie von 
DNP-Aminosauren verwendeten Lésungsmittelgemisch tiber einen weiten 
Konzentrationsbereich durch einen Kurvenzug wiedergeben, der einer 
Geraden sehr nahe kommt. Aus athanolischer Lésung wird DNP-Glycin 
dagegen bei kleinen Konzentrationen auBerordentlich fest von Polyamid 
gebunden. Dabei wird jedoch ziemlich bald ein Sattigungswert erreicht, 
bei dem die Aufnahme praktisch zum Stillstand kommt. Dieser Wert 
entspricht einer Beladung von 23,2 ~Mol DNP-Glycin/g Polycapro- 
lactam. Er liegt damit in der GréBenordnung der freien Aminogruppen 
des Polyamids, welche nach der DNP-Methode zu 24,6 wMol/g Poly- 
caprolactam bestimmt wurden. 


D 
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Abb. 5. Sorptionsisothermen von DNP-Glycin an Polycaprolactam und acety- 
liertem Polycaprolactam. c; = Konzentration von DNP-Glycin in Lésung; cg = 


Konzentration von DNP-Glycin in der festen Phase. I: Polycaprolactam; Lisungs- 

mittel: Dimethylformamid/Eisessig/Wasser/Athanol 5:10:30:20; II: Polycapro- 

lactam; Lésungsmittel: Athanol; III: Acetylpolycaprolactam; Lésungsmittel: 
Athanol. 


Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, da die freien Amino- 
endgruppen des Polyamids fiir die Affinitét zu den Nitroverbindungen 
verantwortlich sind. Eine Bestitigung dafiir bildete die Aufnahme der 
Sorptionsisotherme von DNP-Glycin an acetyliertem Polycaprolactam 
in Athanol (Abb. 5). Die geringe Neigung der erhaltenen Geraden zeigt, 
da die urspriinglich hohe Affinitat von DNP-Glycin beim Acetylieren der 
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freien Aminogruppen des Polyamids bis auf einen kleinen Restbetrag 
verschwindet, der wohl auf eine Affinitait der Carboxylgruppe von 
DNP-Glycin zu den Peptidbindungen des Polyamids zuriickzu- 
fiihren ist. 

Eindrucksvoll wird die Vorstellung, da8 die Aminogruppen des 
Polycaprolactams die Affinitét zu den Nitroverbindungen vermitteln, 
auch durch Vergleich der Wanderungsgeschwindigkeiten aromatischer 
Nitroverbindungen an freiem und acetyliertem Polycaprolactam be- 
statigt (Tab. 5). symm. Trinitrobenzol wird von freiem Polycaprolactam 
auBerordentlich stark adsorbiert, von acetyliertem kann es dagegen sehr 
leicht mit Athanol eluiert werden. Etwas weniger ausgepragt ist der 
Unterschied bei O.N-Bis-DNP-Tyrosin, das auch eine gewisse Affinitit 
zu acetyliertem Polyamid entwickelt, die allerdings erheblich niedriger 
ist, als die zum freien Polymeren. Bei Pikrinsiure und Styphninsiure 
macht sich bereits erheblich der Einfluf der phenolischen Hydroxyl- 
gruppen mit ihrer Affinitét zu den Peptidbindungen bemerkbar. Diese 
Verbindungen wandern auch an acetyliertem Polycaprolactam verhilt- 
nismaBig langsam, jedoch immer noch etwa 10mal so schnell wie an 
freiem Polycaprolactam. 


Tab. 5. Vergleich der Rr-Werte von Nitroverbindungen und Phenolen an unbe- 
handeltem und acetyliertem Polycaprolactam. 























Ry-Wert an 
Substanz Elutionsmittel Polycapro- acetyliertem 
lactam Polycaprolactam 

symm. Trinitrobenzol Athanol 0,00 0,81 
O.N-Bis-DNP-Tyrosin 5:10:30:20* < 0,01 0,20 
Pikrinsaéure 5:10:30:20* 0,012 0,15** 
Styphninsaure 5:10:30:20* 0,008* ** 0,085*** 
Phenol Wasser 0,20 0,20 
Phloroglucin 20proz. Aceton 0,20 0,22 
4,.4’.Dihydroxy- 

benzophenon 50proz. Methanol 0,17 0,22 
Dihydropiceatannol 50proz. Methanol 0,11 0,10 





* Mischungsverhiltnis Dimethylformamid/Eisessig/W asser/Athsnol 
** Starke Schleppenbildung 
*** Breite verwaschene Zone 


Im Gegensatz zu den Nitroverbindungen wandern Phenole an 
freiem und acetyliertem Polycaprolactam vollkommen gleichartig. Diese 
Verbindungen werden, wie bereits friiher* diskutiert, von den Peptid- 
bindungen des Polyamids festgehalten. Die Sorptionsisotherme von 
Phenol an Polycaprolactam® verlauft bis zu einer Beladung, welche etwa 
einem Mol Phenol auf zwei Mol Peptidbindungen entspricht, linear. 
An diesem Punkt deutet sich zunichst eine gewisse Sattigung an, doch 
steigt die Kurve bei weiterer Zunahme der Phenolkonzentration in 
Lésung bald wieder an, das Polyamid quillt, erweicht und geht schlieB- 








n 
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lich ganz in Lésung. Die Affinitét von Phenolen und von Nitroverbin- 
dungen zu Polyamid beruht also auf ganz verschiedenen Kraften. 


Die Affinitét aromatischer Nitroverbindungen zu freien Amino- 
gruppen la8t sich zwanglos damit erkliren, daB die Nitroverbindungen 
Lewis-Sauren darstellen. Molekiilverbindungen zwischen hoher nitrierten 
Aromaten und Basen sind bereits seit langem bekannt?’ und auch in 
neuverer Zeit mehrfach beschrieben worden!*-*3, Von einigen Komplexen 
zwischen Nitrobenzol und N-Alkyl-anilinen sind auch Assoziations- 
konstanten bestimmt}*. Die Bildung dieser Molekiilverbindungen beruht 
nach Vorstellungen von Weiss* und von Mulliken* auf einem Elek- 
troneniibergang vom Donatormolekii (Base) auf das Acceptormolekiil 
(Nitroverbindung). (Beziiglich weiterer Literaturangaben siehe Miller 
und Wynne Jones”!.) Nach Brockmann und Meyer™ sowie Fritz 
und Mitarbb?>. lassen sich aromatische Nitroverbindungen in nicht- 
wiBrigen Lésungsmitteln mit Aminen wie Sauren titrieren. Die bei der 
Diskussion der Rr-Werte von Tabelle4 gemachte Bemerkung, dai 
elektronenspendende Substituenten am DNP-Kern die Affinitét zum 
Polyamid herabsetzen, paBt durchaus in die eben entwickelte Vorstellung 
zum Haftmechanismus. 

Die Tatsache, daB es sich bei den Anziehungskraften zwischen 
aromatischen Nitroverbindungen und den Aminoendgruppen des Poly- 
caprolactams um eine Antibasen-Basen-Wechselwirkung handelt, gibt 
der Chromatographie der Nitroverbindungen an Polyamid in gewissem 
Sinne den Charakter einer Ionenaustauschchromatographie. Demgema8 
wird verstindlich, daB eine saubere Elution der Nitroverbindungen nur 
durch Lésungsmittelgemische zustande kommen kann, welche Puffer- 
eigenschaften besitzen. Bei der Bindung der Nitroverbindung an die 
freie Aminogruppe, die unter den Versuchsbedingungen als Ammonium- 
gruppe vorliegt, werden Wasserstoffionen frei, die vom Puffer aufge- 
nommen werden. Beim Ablésen miissen dagegen die freien Aminoend- 
gruppen wieder mit Protonen aus dem Lésungsmittel beladen werden. Ist 
das nicht der Fall, dann wandern die Verbindungen nur als breite ver- 


17 P. Hepp, Liebigs Ann. Chem. 215, 345 [1882]; J. Meisenheimer, ebenda 
323, 219 [1902]. 

18 G. Briegleb u. G. Angerer, Angew. Chem. 64, 685 [1952]; Natur- 
wissenschaften 40, 107 [1953]. 

19 B. Dale, R. Foster u. D. Ll. Hammick, J. chem. Soc. [London] 1954, 
3986. 
20 —D. E. Laskowski u. W. C. McCrone, Analytic. Chem. 26, 1497 [1954]. 
21 R. E. Miller u. W. F. K. Wynne-Jones, J. chem. Soc. [London] 1959, 
2375; Nature [London] 186, 149 [1960]. 

22 J. Weiss, J. chem. Soc. [London] 1942, 245. 

23 R.S. Mulliken, J. physic. Chem. 56, 801 [1952]; J. Amer. chem. Soc. 
74, 811 [1952]. 

24H. Brockmann u. E. Meyer, Naturwissenschaften 40, 242 [1953]; Chem. 
Ber. 87, 81 [1954]. 

25 J.8. Fritz, A.J.Moye u. M.J. Richard, Analytic. Chem. 29, 1685 


[1957]. 
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waschene Banden, die oft die ganze Siiule verschmieren. Wie bereits 
erwaihnt, verwendeten Steuerle und Hille™ zur Elution von DNP- 
Aminosiuren von Polyamid Phosphatpuffer. 

Auch die von uns benutzten zusammengesetzten Elutionsmittel 
mit Dimethylformamid und Eisessig kénnen als schwache Puffer- 
systeme angesehen werden. Dimethylformamid bildet dabei die basische, 
Eisessig die saure Komponente. Anstelle von Dimethylformamid sind 
auch andere Heteroatome enthaltende Verbindungen verwendbar. Be- 
sonders bewahrt haben sich neben Formamid Verbindungen mit mehre- 
ren freien Elektronenpaaren im Molekiil wie Glykol-monomethylather 
(Methylcellosolve), Diglykol-monomethylither (Methylcarbitol) und 
Polyathylenglykol-monoathylither. Die Rr-Werte von DNP-Alanin und 
die Breiten der eluierten Banden bei einigen Elutionsgemischen mit 
obigen Verbindungen zeigt Tab. 6. 


Tab. 6. Ry-Werte von DNP-Alanin an Polycaprolactam in verschiedenen Lésungs- 

mittelsystemen. Samtliche Lésungsmittel wurden in der angegebenen Reihenfolge 

im Volumsverhiltnis 5: 10:30:20 gemischt. Aufgebrachte Menge: 2 mg DNP- Alanin, 
Saule: 260 x 14 mm. 








. Elutions- R 
Lésungsmittelbestandteile breite W. an 

. (cm’) er 

Dimethylformamid Eisessig Wasser Athanol 15 0,29 
Polyathylenglykol- 

monoathylather ms PA ae 8 0,28 

Glykol-monomethylather a bs ‘ 15 0,23 

Diglykol-monomethylather nt ss 5 14 0,23 

Formamid - sy ne 12 0,27 

Dimethylformamid Ameisensre. ,, ie 8 0,35 

5 Kisessig 5 Methanol 22 0,19 

- * 3 Propanol a3 0,28 

os - Aceton 13 0,25 








Eisessig wurde auch durch Ameisensiure, Athanol durch andere 
Alkohole ersetzt. 


Frl. E. Boebinger danken wir fiir experimentelle Mithilfe, der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft fir die Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit. 


Beschreibung der Versuche 


Zur Saulenfiillung diente in allen Versuchen Polycaprolactam der Marke 
Ultramid BM 228, monomerenarm, SiebgréBe 0,02 mm, von der Firma Badische 
Anilin- & Soda-Fabrik, Ludwigshafen. Ein Umfallen oder Umkristallisieren dieses 
Materials zur Entfernung niedrigmolekularer Anteile ist nicht notwenig. Es geniigt, 
die Saule mit dem Lésungsmittelgemisch Dimethylformamid/Hisessig/Wasser/ 
Athanol 5: 10:30:20 einige Male durchzuspiilen. Polycapryllactam (Ultramid K 237), 
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Kondensationsprodukte aus Sebacinsiure und Hexamethylendiamin (Ultramid S) 
und ein Mischpolymerisat aus etwa 60% Hexamethylendiamin-Adipinséure und 
40% Polycaprolactam (Ultramid 6A) erwiesen sich als ungeeignet, da diese Pra- 
parate mit dem oben genannten Liésungsmittelgemisch stark quollen, sich ver- 
klumpten oder sich sogar teilweise auflésten. 


Zum Acetylieren wurden 50g Ultramid BM 228 mit 200 cm* wasserfreiem 
Dimethylformamid, 20 cm* Pyridin und 10 cm’ Acetanhydrid 2 Tage geschiittelt, 
abgesaugt und der Riickstand mit Athanol gewaschen. Das acetylierte Produkt war 
nach 12stdg. Umsetzung mit iiberschii8. Fluordinitrobenzol in 66proz. hydrogen- 
carbonathaltigem Athanol und anschlieBendem Waschen mit Athanol oder Di- 
methylformamid im Gegensatz zum Ausgangsmaterial nicht gelb gefarbt. 


Herstellung der Polycaprolactamsaule: Ultramid BM 228 wurde in 
dem spater zur Elution bestimmten Lésungsmittelgemisch aufgeschlammt und zur 
Austreibung von Luftblaschen 3 Stdn. geriihrt. Dann wurde die Aufschlammung in 
eine Saiule méglichst mit AblaBhahn eingegossen, an deren unterem Ende ein Glas- 
wollpfropfen angebracht war. Das Absetzen wurde unter Druckluft durchgefiihrt. 
(Man vermeide es, die Fiillung mit einem dicken Glasstab zusammenzupressen.) 
Alsdann wurde die Saiule mit dem Lésungsmittelgemisch einige Zeit durchgespiilt. 
Zur Ermittlung des Eigenvolumens der Saule hat sich eine 5proz. Lésung von 
Kupferathylendiamin besser bewahrt als Kupfertetraminsulfat. Die Verbindung 
wandert mit Wasser/Methanol 1:1 praktisch mit der Lésungsmittelfront. 


Ausfiihrung der chromatographischen Trennung: Zur Chromato- 
graphie wurden von jeder Substanz etwa 0,1—2 mg, in insgesamt 0,5 cm? Athanol 
gelést, auf eine Siule von 9 mm Durchmesser aufgebracht. Bei sehr geringer Lés- 
lichkeit wurde etwas Dimethylformamid oder Eisessig zugegeben. AnschlieBend 
wurde mit dem entsprechenden Lisungsmittel nachgewaschen, wobei entweder 
Druckluft angewendet oder eine entsprechend hohe Fliissigkeitssiule aufgesetzt 
wurde. Das ausflieBende Eluat wurde im Fraktionsteiler aufgefangen. Die meisten 
Verbindungen wurden im Eluat mit dem Kolorimeter Medeor bei 366 my kolori- 
metriert. Nitrobenzol und 2.4-Dinitro-anisol wurden nach Zusatz von nNaOH 
(0,2 em?/1,36 cm? Fraktionsvolumen) mit dem Spektralphotometer Beckman DU 
bei 290 mu, Trinitrobenzol nach NaOH-Zugabe bei 436 mu gemessen. 


Aufnahme der Sorptionsisothermen: 20g Ultramid BM 228 wurden 
durch dreimal 12 Stdn. Behandlung mit je 100 cm’ Lésungsmittelgemisch Dimethyl- 
formamid/Eisessig/Wasser/Athanol 5:10:30:20 von niedrigmolekularen Anteilen 
befreit. Nach Abnutschen, Waschen mit Athanol und Trocknen iiber Silikagel wurden 
Proben zwischen 50 und 1000 mg mit je 10 cm* von DNP-Glycin-Lésungen ver- 
schiedener Konzentration in den zu untersuchenden Lésungsmitteln 24Stdn. im 
Dunkeln unter gelegentlichem Schiitteln stehen gelassen. Sodann wurde die in 
Lésung verbliebene Menge von DNP-Glycin bei 366 my kolorimetrisch bestimmt. 


Zusammenfassung 


Das chromatographische Verhalten verschiedener 2.4-Dinitro-pheny]- 
Aminosiuren, -Peptide und anderer aromatischer Nitroverbinungen 
an Polycaprolactam wurde in Lésungsmittelsystemen, enthaltend Di- 
methylformamid, Eisessig, Wasser und Athanol, untersucht und iiber 
Trennungen berichtet. Die Affinitit der aromatischen Nitroverbindungen 
zu Polyamid beruht auf einer Wechselwirkung mit den freien Amino- 
gruppen des Polymeren. Acetyliertes Polycaprolactam weist keine oder 
nur eine erheblich geringere Affinitiét zu den Nitroverbindungen auf. 
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Die Haftfestigkeit phenolischer Substanzen an Polyamid, die auf einer 
Affinitat zu den Peptidbindungen beruht, wird dagegen beim Acetylieren 
der freien Aminogruppen nicht verandert. 


Summary 


The behaviour and separations of various 2,4- dinitropheny] deriva- 
tives of amino acids and peptides, and various aromatic nitro-compounds 
by chromatography on polycaprolactam have been investigated in 
solvent systems containing dimethylformamide, glacial acetic acid, 
water and ethanol. The affinity of the aromatic nitro-compounds for 
the polyamide is due to an interaction with the free amino groups of 
the polymer. The acetylated polycaprolactam shows very little or no 
affinity for the nitro-compounds, whereas the binding of phenolic sub- 
stances, which depends on an affinity for the peptide bonds, is not 
affected by acetylation of the free amino groups. ~ 


Professor Dr. Wolfgang GraBmann, Max-Planck-Institut fir Eiweip- und 
Lederforschung, Miinchen 15, SchillerstraBe 46. 
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Uber das Verhalten von saureléslichen Phosphor- 
verbindungen, Calcium und a-Aminostickstoff im Blut 
gesunder und rachitischer Ratten 
Von 
M. Rohdewald und H. Glasmacher 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut (Direktor: Prof. Dr. Dr. W. Dirscherl) 
und dem Institut fiir experimentelle Ophthalmologie (Direktor: Prof. Dr. H. K. Miiller) 
der Universitét Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juli 1960) 


Herrn Professor Dr. R. Kuhn zum 60. Geburtstag 


Der primire Stoffwechseldefekt im rachitischen Organismus ist 
durch eine Phosphordemineralisation gekennzeichnet, die eine Calcium- 
verarmung nach sich zieht?. So findet man bei der Rachitis eine priignante 
Hypophosphatamie, die mit einer mehr oder minder deutlichen Hypo- 
calciimie gekoppelt ist. Worauf die Phosphatverarmung der Gewebe und 
des Blutes zuriickzufiihren ist, steht noch nicht mit Sicherheit fest. 
Sie kann durch eine zu geringe Phosphatresorption aus dem Darm oder 
durch eine zu hohe Phosphatausscheidung in den Nieren zustande- 
kommen. 

Auf jeden Fall nimmt der Phosphat-Stoffwechsel im Krankheits- 
bild der Rachitis eine zentrale Stellung ein, und auf Grund dieser Tatsache 
stellten wir uns fiir die hier durchgefiihrten Untersuchungen folgende 
Fragen: 

1. In welcher Weise ist neben dem anorganischen Phosphat die 
Konzentration der siureléslichen organischen Phosphorverbindungen im 
Blut bei der experimentellen Rachitis verindert ? 

2. Wie verhalt sich neben der Verschiebung des anorganischen und 
organischen Phosphors im Blut die Konzentration des Calciums, der 
Aminoséuren und Peptide ? 

Mit der ersten Frage haben sich Rapoport und Guest®® schon 
eingehend beschiaftigt, indem sie die Phosphorverbindungen in der siure- 
léslichen Fraktion des Blutes und der Erythrocyten normaler und 
rachitischer Ratten untersuchten. Eine Aufzihlung vorangegangener 
Arbeiten anderer Autoren, die sich auch mit diesem Thema befaBten 


1 J. Kiihnau u. L. v. Holt, Klinik der Gegenwart, Bd. VII, 8. 151, Verlag 
Urban und Schwarzenberg, Wien 1958. 

2 §. Rapoport u. G. M. Guest, J. biol. Chemistry 126, 749 [1939]. 

3 G. M. Guest u. 8. Rapoport, Amer. J. Diseases Children 58, 1072 [1939]. 
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und zu ahnlichen oder widersprechenden Ergebnissen gelangten, findct 
sich in der ersten dieser Abhandlungen?. Rapoport und Guest verfolgten 
die Verinderungen von anorganischem Phosphat und von organischen 
P-Verbindungen im Blut wiahrend der Entwicklung der Rachitis und 
auch wahrend des darauffolgenden Heilungsprozesses nach Verabfolgung 
von Vitamin D und kamen zu dem Resultat, daB in ersterem Fall 
Abnahme von anorganischem Phosphat und ATP* der von 2.3-PGS vor- 
aneilt, wihrend bei der Heilung der Anstieg dieser Substanzen in um- 
gekehrter Reihenfolge erfolgt. Der 2.3-PGS kommt nach Ansicht dieser 
Autoren besondere Bedeutung zu durch Erhaltung der Konzentration 
des ATP und des Elektrolytgleichgewichtes der Erythrocyten*'. 

Unsere Untersuchungen, die, papierchromatographisch durchgefiihrt, 
eine quantitative Bestimmung der isolierten Verbindungen erméglichten, 
zogen auch FDP in den Kreis der Betrachtung ein und erstreckten sich 
iiber zwei Generationen rachitischer Ratten. Sie beschrinkten sich nicht 
nur auf die Bestimmung der P-Verbindungen im Blut, sondern befaBten 
sich auch mit entsprechenden Anderungen des «-Aminostickstoffs und 
des Calciumspiegels. Diese letztgenannten Verschiebungen betreffen den 
zweiten Punkt unserer Fragestellungen. 


Methodik 


Zur Untersuchung verwandten wir Albinoratten, die durch Fitterung mit 
Steenbock-Kost* rachitisch gemacht wurden, sowie deren Nachkommenschaft 
(II. Generation), die die gleiche Kost erhielt. Die Blutentnahme erfolgte durch 
Herzpunktion etwa 4—6 Wochen nach Beginn der Fiitterung. 

Die papierchromatographische Bestimmung der Phosphorverbindungen wurde 
nach Rohdewald und Weber’ durchgefiihrt. 

Die Calciumbestimmung im Serum erfolgte flammenphotometrisch (Flammen- 
photometer Beckman DU: Wasserstoff-Sauerstoffgemisch; Wellenlange 422,7 und 
554 my). 

Die Bestimmung der Aminoséuren und Peptide wurde summarisch durch- 
gefiihrt durch Ermittlung des «-Aminostickstoffs mit Hilfe der Kupfer-Komplex- 
Methode nach Spier und Pascher*. 


Ergebnisse 

Die Ergebnisse gehen aus den Tabellen 1—3 hervor. 

Tab. 1 und 2 betreffen die Phosphorverbindungen in der siiure- 
léslichen Fraktion des Blutes: bei den rachitischen Ratten der I. Genera- 
tion finden wir, ebenso wie auch Rapoport und Guest*’, eine erheb- 
liche Abnahme von anorganischem Phosphat und organischen Phosphor- 


* Tn der vorliegenden Arbeit werden folgende Abkiirzungen angewandt: ATP: 
Adenosintriphosphat; 2.3-PGS: 2.3-Diphosphoglycerinsiure; FDP: Fructose-1.6- 
diphos phat. 

48. Rapoport u. G. M. Guest, J. biol. Chemistry 188, 269 [1941]. 

5 §. Rapoport, Biochem. Z. 326, 231 [1955]. 

6 B. Lindquist, Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 165, 36 [1954]. 
7 M. Rohdewald u. M. Weber, diese Z. 306, 90 [1956]. 

8 H. W. Spier u. G. Pascher, diese Z. 296, 147 [1954]. 
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verbindungen gegeniiber den gesunden Tieren. Der Gesamt-P ist in 
unseren Versuchen um mehr als die Hilfte gesunken, anorganischer 
Phosphor und ATP um etwa ?/,, FDP um die Hiilfte und 2.3-PGS um 
ein Drittel. 


Tab. 1. Mittelwerte der Phosphorverbindungen in der saureléslichen Fraktion des 
Blutes gesunder und rachitischer Ratten. 





mg P/100 mi Blut Zahl d. 
Tiere 


Zustand 
der Tiere 





Anorg. P | 2.3-PGS | FDP | ATP | Gesamt -P 





Gesund® 4,62+1,16 |6,29+1,33 | 8,31-.1,93 | 3,46-+-1,11 | 22,68-+3,88| 15 


Rachitis 
I.Generation | 1,35-+-0,23 | 3,75-+-1,59 | 4,00--1,93 | 1,21+-0,15 | 10,31-+-3,64| 12 


Rachitis 
II.Generation| 0,79--0,12 | 3,21-+1,48 | 3,52--0,28 | 1,37-+-0,16 | 8,89-+-1,74 | 13 




















Die Abnahme der siureléslichen organischen P-Verbindungen be- 
trigt nach Rapoport und Guest nur 1/;, entsprechend dem Verlust 
an 2.3-PGS und ATP, bei uns die Hilfte, wobei auch FDP mabgeblich 
an der Abnahme beteiligt ist, nimlich zu 48%. Das prozentuale Ver- 
haltnis (Tab. 2) der einzelnen P-Verbindungen (bezogen auf Gesamt-P) 
verschiebt sich auf Kosten von anorganischem P und ATP zugunsten 
von 2.3-PGS und FDP. 


Tab. 2. Prozentzahlen der Mittelwerte der Phosphorverbindungen, bezogen auf 
Gesamt-P = 100%. 








Zustand der Tiere Anorg. P 2.3-PGS FDP ATP 
Cr 4 nn ore ae 20,4 27,7 36,6 15,3 
Rachitis I. Generation .. . 13,1 36,4 38,8 1 
Rachitis IIT. Generation .. . 8,9 36,1 39,6 15,4 














Bei der II. Generation, die bei uns noch zusitzlich untersucht 
wurde, sinkt der Gesamt-P noch um weitere 14% ab, wobei anorganischer 
P besonders stark reduziert wird (um 42%). 

Das prozentuale Verhiltnis (Tab. 2) bleibt gegeniiber dem der I. Ge- 
neration fiir 2.3-PGS und FDP praktisch unverandert und erreicht fiir 
ATP wieder den gleichen Wert wie bei gesunden Tieren. 

Aus der Tab. 3 ersehen wir, daB der a«-Aminostickstoff bei der 
Rachitis ansteigt, bei der I. Generation um 24%, bei der IT. Generation 
um 60%, wihrend das Calcium gegeniiber der Norm absinkt, nimlich 
um nur 2% bei der I. Generation und um 18% bei der IT. Generation. 








® Die Zahlen betreffs der gesunden Tiere sind der Abhandlung entnommen: 
M. Rohdewald u. M. Weber, diese Z. 317, 217 [1959]. 
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Tab. 3. Mittelwerte des «-Aminostickstoff- und Calciumgehaltes im Blut gesunder 
und rachitischer Ratten. 




















. a-Amino-N | Zahl d. Calcium Zahl d. 
Zustand der Tiere mg % Tiere mAquiv./l | Tiere 
CTS SSR a Sonera Pnera a™ 5,8 +0,13 5 4,36 +0 5 
Rachitis I.Generation . . . | 7,2 +1,60 5 4,27 + 0,02 7 
Rachitis II. Generation . . . | 9,26 + 1,41 8 3,56 + 0,02 10 


Diskussion der Ergebnisse 


Nach Guest und Rapoport® hingt der Gehalt an organischen 
siureléslichen Phosphorverbindungen in den Erythrocyten einerseits 
vom px des Blutes ab und andererseits vom verfiigbaren Phosphor. 
Niedriger Gehalt an anorganischem Phosphat, wie er im Serum und in 
den Erythrocyten bei der Rachitis vorliegt, bedingt auch niedrige Kon- 
zentrationen von organischen P-Verbindungen. Diese Ergebnisse konnten 
wir an Hand der quantitativen Bestimmung aller organischen saure- 
léslichen P-Verbindungen im Blut rachitischer Ratten bestatigen, jedoch 
fanden wir einen noch gréBeren Abfall an organischem Phosphat als 
diese Autoren — nimlich um die Hialfte statt eines Drittels — der zu 
etwa 50% auf FDP entfiel, das von uns zusitzlich ermittelt wurde. 


Aus diesen Daten geht hervor, da8 die Glykolyse, deren Zwischen- 
produkte die hier aufgefiihrten organischen P-Verbindungen, vor allem 
FDP, darstellen, also betrichtlich herabgesetzt worden ist. DaB das 
Blut rachitischer Saéuglinge und Ratten mit Glucose als Substrat 
Hemmung und Aufhebung der Glykolyse zeigt, ist schon lange be- 
kannt}011, 

Da die vermehrte Sekretion von Parathormon bei den rachitischen 
Tieren zwecks Konstanthaltung des Calciumspiegels vermehrte Aus- 
scheidung von Phosphat im Urin, vor allem aber im Darm zur Folge 
hat}?, steht den Erythrocyten weniger anorganisches Phosphat zur Ver- 
fiigung, das im Verlauf der Glykolyse auf der Stufe des Triosephos- 
phats aufgenommen wird. Dadurch mu die Glykolyse zwangsliufig 
absinken. 


Den Calciumspiegel finden wir bei der I. Generation rachitischer 
Ratten noch ziemlich konstant, was der vermehrten Ausschiittung von 
Parathormon zuzuschreiben sein diirfte, das bestrebt ist, unter Demine- 
ralisation der Knochen den Calciumspiegel im Blut aufrecht zu erhalten. 
Bei der II. Generation tritt jedoch ein deutliches Absinken des Calciums 
ein (18%), was wohl auf eine Erschépfung des labilen Anteils des Kno- 


10 K. Freudenberg u. A. Welcker, Z. Kinderheilkunde 41, 466 [1926]. 

1 J. Brock u. A. Welcker, Z. Kinderheilkunde 48, 198 [1927]. 

12 Q. Ullrich, Mangelkrankheiten in E. Feer, Lehrbuch d. Kinderheilkunde, 
S. 266ff., Gustav Fischer Verlag, Stuttgart 1955. 
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chencalciums zuriickgefiihrt werden kann, fiir den nach McLean” das 
Parathormon verantwortlich ist. 

Da die Vermehrung der «-Aminostickstoff-Verbindungen bei der 
Vitamin-D-Mangel-Ernahrung parallel mit dem Absinken des Calcium- 
spiegels im Blutplasma verliuft, wire es denkbar, daB beide Erscheinun- 
gen zusammenhingen. Discherl und Glasmacher™ konnten nach- 
weisen, daf durch proteolytische Spaltprodukte, nimlich Peptide und 
Aminoséuren, Calcium aus mit Calcium gesittigter anorganischer 
Knochensubstanz ohne Verschiebung des pu-Wertes eluiert werden kann. 
Ebenso waren diese Verbindungen in der Lage, die Calciumadsorption 
durch anorganische Knochensubstanz aus einer calciumhaltigen Lésung 
zu verhindern. Es kénnte hier somit ein Regulationsmechanismus zur 
Erhaltung eines notwendigen Calciumspiegels in Blut und Gewebe vor- 
liegen: die durch Ausschiittung von Parathormon bewirkte Entminera- 
lisierung der Knochensubstanz zur Erhéhung des Calciumgehalts im 
Blut wird unterstiitzt durch die gleichzeitige Vermehrung von Peptiden 
und Aminosiuren, die die Ausschwemmung des Calciums aus den Kno- 
chen und ihre Bindung im Blutplasma erleichtern. 

Diese Hypothese wird noch gestiitzt durch unverdéffentlichte Ver- 
suche von Dirscherl und Glasmacher beziiglich Erscheinungen, die 
bei der Uberdosierung von Vitamin D auftreten. 


Fir die Unterstiitzung unserer Arbeit durch eine Forschungsbeihilfe des 
Landes Nordrhein-Westfalen méchten wir unseren aufrichtigen Dank aus- 
sprechen. 


Zusammenfassung 


Die siureléslichen Phosphorverbindungen im Blut rachitischer 
Ratten (I. und II. Generation) wurden quantitativ bestimmt. Der 
Gesamtphosphor war bei der I. Generation gegeniiber der Norm um 
mehr als die Hialfte erniedrigt, anorganisches Phosphat und Adenosin- 
triphosphat um etwa zwei Drittel, Fructose-1.6-diphosphat um die 
Halfte und 2.3-Phosphoglycerinsiure um ein Drittel. Fast die Hialfte 
der Abnahme der siureléslichen organischen P-Verbindungen entfiel 
auf Fructose-1.6-diphosphat. 

Bei der II. Generation sank der Gesamt-P weiter ab (14%), wobei 
anorganisches Phosphat besonders stark reduziert wurde (42%). 

Der x-Aminostickstoff im Blut rachitischer Ratten zeigte dagegen 
einen Anstieg, bei der I. Generation um 24%, bei der II. Generation um 
60°, wihrend das Calcium absank, besonders bei der II. Generation. 

Ein Zusammenhang zwischen steigender Konzentration der «a- 
Aminostickstoffverbindungen und Abnahme des Calciumspiegels im 
Blut wird diskutiert.' 

13 F.C. McLean u. M.R. Urist, Bone, University Chicago Press, Chicago 
1955. 

14 W. Dirscherlu. H. Glasmacher, Acta biol. med. Germanica 8, 341 [1959]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 321 10 
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Summary 


The acid-soluble phosphorus compounds in the blood of rachitic 
rats (Ist. and 2nd. generation) have been estimated quantitatively. 
Compared with normal rats, the total phosphorus of the first generation 
was lowered by more than half, inorganic phosphate and adenosine 
triphosphate by ca. two thirds, fructose diphosphate by one half and 
2.3-diphosphoglyceric acid by one third. Nearly half of the decrease of 
organic acid-soluble compounds is accounted for by fructose diphosphate. 

The total phosphorus of the second generation was lowered further 
(14%), with a particularly large decrease in inorganic phosphate (42°,). 

The «-amino-nitrogen in the blood of rachitic rats was, however, 
increased, 24% in the first generation, 60° in the second generation, 
while calcium was reduced, particularly in the second generation. 

The relationship between the increasing concentration of «-amino- 
nitrogen-compounds and decreasing calcium-level in the blood is 
discussed. : 


Professor Dr. Margarete Rohdewald, Physiologisch-Chemisches Institut der 
Universitat, Bonn, Nufallee 11. 
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Zur Wirkungsweise von Actinomycinen * 
Von 
H. M. Rauen, H. Kersten und W. Kersten 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Miinster (Westfalen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1960) 


Herrn Prof. Dr. R. Kuhn zum 60. Geburtstag 


Von Waksman und Mitarbeitern wurden aus Actinomyceten anti- 
biotisch und cytostatisch wirksame Stoffe, Actinomycine, isoliert’ °. 
Die Trennung verschiedener Actinomycine und Aufklirung der Kon- 
stitution ist Brockmann und seinem Arbeitskreis* * gelungen. Actino- 
mycine hemmen das Wachstum von Experimentaltumoren bei Ratten 
und Mausen®® 78 und das Wachstum von HeLa-Zellen in Zell- 
kulturen® 1°, 

Uber den Wirkungsmechanismus, den eigentlichen Angriffspunkt 
der Actinomycine, ist bisher wenig bekannt. Priive™ beobachtete eine 
Hemmwirkung von Actinomycin I auf die Glykolyse der Hefe und dis- 
kutiert seinen Angriff auf das Adenylsiuresystem. Wir fanden keine 
Beeinflussung durch Actinomycin C bei einer Reihe von enzy- 
matischen Reaktionen. Dagegen zeigte sich, daB die durch Actinomycine 
hervorgerufene Wachstumshemmung bei Neurospora crassa partiell durch 
p-Aminobenzoeséure und in geringerem Mae durch Tyrosin und 
Phenylalanin aufgehoben wird". 


*Ausgefiihrt mit Mitteln des Kultusministeriums Nordrhein-Westfalen 
und der Research Corporation New York. 


1 §. A. Waksman u. H. B. Woodruff, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 45, 609 


[1940]. 
2-H. J. Robinson u. 8. A. Waksman, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 74, 
25 [1942]. 

3H. Brockmann u. H. Muxfeldt, Angew. Chem. 68, 69 [1956]. 

4H. Brockmann u. P. Boldt, Naturwissenschaften 46, 262 [1959]. 

5 Ch. Hackmann, Strahlentherapie 90, 3 [1953]. 

6 Ch. Hackmann, Dtsch. med. Wschr. 80, 812 [1955]. 

7 H. Oettel u. G. Wilhelm, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 280, 559 [1957]. 

8 J. B. Field, F. Costa, A. Boryczka u. L. I. Sekely, Antibiotics Annual 
1954/55. 

9 K. Nitta, Jap. J. med. Sci. Biol. 10, 287 [1957]. 

10 G. Milton, N.Goldstein, J.I.Slotnick, M.H.Hillman u. J. 
Gallagher, Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 3, 23 [1959]. 

11 P, Prave, Naturwissenschaften 46, 115 [1959]. 

12 H. M. Rauen u. G. Hess, diese Z. 815, 70 [1959]. 
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Mikrobiologische Testsysteme kénnen fiir das Auffinden von 
Antitumormitteln in groBem Umfang eingesetzt werden, worauf Foley 
und Mitarbeiter!® in einer umfassenden Arbeit hingewiesen haben. Sie 
kénnen aber nicht nur zum Nachweis von Cytostatika herangezogen 
werden, sondern auch zum Studium iiber deren Wirkungsmechanismus 
dienen"4. 

Morphologische Befunde® sprechen dafiir, daB Actinomycine an der 
ruhenden Zelle oder den frithen Stadien der Mitose eingreifen, einem 
Zeitpunkt, zu dem ‘gerade die Synthese von Desoxyribonucleinsiure und 
damit auch von Ribonucleinsiiure beginnt. Diese Beobachtungen veran- 
laBten uns, den EinfluB von Nucleinsiiuren auf die durch Actinomycin C 
hervorgerufene Wachstumshemmung zu untersuchen. Die Versuche 
erschienen begriindet, da Wacker? zeigen konnte, da ruhende Bak- 
terien in der Lage sind, auch artfremde Desoxyribonucleinsiiuren aufzu- 
nehmen und zu verwerten. 

Wir fanden, daB die cytostatische Wirkung .von Actinomycin C 
auf N.crassa durch Zusatz geringer Mengen Desoxyribonucleinsiiure 
aufgehoben wird!*. Den gleichen Effekt beobachteten wir nun auch im 
mikrobiologischen Testsystem mit Streptococcus faecalis. So ergab sich 
die Frage, ob die Enthemmung auf einer direkten Reaktion von Acti- 
nomycin C mit der zugesetzten Desoxyribonucleinsiiure beruhe, indem 
Komplexe gebildet werden, ‘ihnlich den Verbindungen von Nuclein- 
siuren mit Acridinorange!” 18 und Rosanilin!®. Uber die experimentellen 
Ergebnisse zu dieser Fragestellung wird im folgenden berichtet. 


Material und Methoden 


Substanzen: Actinomycin C der Farbenfabriken Bayer*, bestehend aus 
einem Gemisch der Actinomycine C,, C, und Cs. 

Desoxyribonucleinsiure (DNS), hochmolekulare "Thy monucleinsaure ; Ribonuclein- 
siure (RNS); Desoxyribonuclease (DNase), salzfrei, viermal kristallisiert, der Fa. 
C. Roth, Karlsruhe. 

Hydrolyseprodukte von DNS: DNS wurde nach Angaben von G. Schmidt?° 
hydrolysiert a) 18 Stdn. mit In NaOH bei 20°, b) 1 Stde. mit 1,5n HCl bei 100°, 
c) 6 Stdn. mit DNase bei 20° und einem py von 7,3. 

Mikrobiologische Testsysteme: N. crassa, Wildstamm 3177-4A, Nahr- 
medium: Fries-Minimal-Nahrlésung, py 6,3, (vgl. 1. ¢.*). 


* Wir danken den Farbenfabriken Bayer fiir das Actinomycin C. 

13 G. E. Foley, R. E. McCarthy u. V. M. Binns, Ann. N. Y. Acad. Sci. 
76, 413 [1958]. 

14 §. z. B. H. M. Rauen, G. Hess u. J. Mechery, diese Z. 815, 60 [1959]. 

15 A. Wacker u. D. Pfahl, Z. Naturforsch. 14b, 220 [1959]. 

16 W. Kersten, H.Kerstenu. H.M. Rauen, Nature [London] 187,60[1960]. 

17 R. F. Steiner u. R.F. Beers, IV. Int. Kongr. Biochem. Wien 1958 
Sect. 3/38. 

18 N.S. Ranadive u. K. 8S. Kogaonkar, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 39, 547 [1960]. 

19 P. D. Lawley, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 19, 160 [1956]. 

20 G. Schmidt in S. P.Colowick u. N.O. Kaplan, Methods in Enzy- 
mology, Bd. ITI, 8. 747ff. Acad. Press, New York 1957. 
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S. faecalis R ATCC No. 8043, Nahrmedium: Difco Folic Acid Assay Medium, 
oH 6,7. 
: Die Wachstumszunahme bei N. crassa wurde mit dem Horizontalwuchstest 
nach Ryan, Beadle und Tatum?, bei S. faecalis mit Hilfe der Lichtstreuungs- 
messung am Photometer Eppendorf (DurchlaBbereich von 400—600 my; Nephelo- 
meterstandard No. 1135) bestimmt. 

Physikalische MeBmethoden: Die Absorptionsspektren wurden mit dem selbst- 
registrierenden Spektralphotometer DK 1 der Fa. Beckman aufgenommen, die 
Untersuchungen in der Ultrazentrifuge mit dem Spinco Modell E (Beckman) 
durchgefihrt. 


Ergebnisse 


1. Mikrobiologische Versuche 

Zur Untersuchung des Wirkungsmechanismus von Actinomycin C 
mit Hilfe von mikrobiologischen Testsystemen wurde zuniichst der 
Einflu8 von Nucleinsiuren (DNS und RNS) auf die durch ActinomycinC 
hervorgerufene Wachstumshemmung bei N.crassa und S. faecalis in 
Abhingigkeit von der Konzentration untersucht. Die Konzentration des 
Hemmstoffs blieb konstant und wurde so gewahlt, daB das Wachstum 
beider Mikroorganismen fast vollstindig gehemmt war. Hierzu waren 
5 ug Actinomycin C/ml bei S. faecalis erforderlich. Die Konzentration 
von DNS und RNS wurde variiert. 
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Abb. 1. Die enthemmende Wirkung 
von DNS auf das durch Actino- 








mycin C gehemmte Wachstum von 40 
N.crassa (¢) bzw. 8S. faecalis (0). 
— Hemmstoff-Konzentrationen : 
bei N.crassa 5 ug/ml, bei S. faeca- 20 


lis 0,12 ug/ml Nahrmedium. Abs- 
zisse: Gewichtsverhaltnis Actino- 
mycin C/DNS. 
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Trigt man in einem Diagramm die prozentuale Enthemmung in 
Abhingigkeit von dem Gewichtsverhiltnis Actinomycin: DNS auf, so 
erhilt man — wie Abb. 1 zeigt — mit beiden Testsystemen identische 
Enthemmungskurven. Durch Zusatz von 50 ug DNS/ml Nihrmedium 
wird die Actinomycin-Hemmung bei N.crassa vollstiindig aufgehoben; 
im Testsystem mit S. faecalis geniigen schon 1,2 ug DNS/m/ Nihrlésung. 
Das entspricht einem Gewichtsverhiltnis von Actinomycin: DNS = 0,1. 


2 F. D. Ryan, G. W. Beadle u. E. L. Tatum, Amer. J. Bot. 30, 784 [1943]. 
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Eine 100 proz. Enthemmung mit RNS wird hingegen erst bei einem 
Gewichtsverhiltnis Actinomycin C:RNS von 0,001 erreicht. Da DNS 
sehr viel wirksamer ist als RNS, haben wir im weiteren Verlauf der 
Arbeiten den EinfluB von DNS eingehend untersucht. 

Zur Durchfiihrung der mikrobiologischen Versuche ist es erforderlich: 
die DNS zu sterilisieren. Da eine Sterilfiltration nicht méglich war 
— durch die Bakterienfilter geht hochmolekulare DNS nicht durch —, 
wurde Hitzesterilisation vorgenommen. Diein Abb. 1 dargestellte Wirkung 
von DNS ist also nicht der intakten DNS mit fadenférmiger Struktur der 
Doppelhelix zuzuschreiben sondern einer zum Teil denaturierten mit 
niedrigem Molekulargewicht. 

Es war nun zu priifen, ob Polynucleotide mit geringerem Molekular- 
gewicht als denaturierte DNS die cytostatische Wirkung von Actino- 
mycin C ebenfalls aufheben kénnen. Durch schonende Alkalibehandlung 
von DNS erhalt man vorwiegend Polynucleotide, enzymatische Hydrolyse 
mit DNase liefert als Abbauprodukte in der Hauptsache Oligonucleotide, 
wahrend durch Hydrolyse mit Salzsiiure in der Hitze vollstindiger Abbau 
bis zu den eigentlichen Bausteinen der DNS erfolgt?®. Die auf diese 
Weise erhaltenen Polynucleotide, Oligonucleotide und das Totalhydro- 
lysat haben wir bei unseren mikrobiologischen Testsystemen eingesetzt. 
(s. Abb. 2). Um.die Ergebnisse miteinander vergleichen zu k6énnen, 
wurde die Konzentration der einzelnen Hydrolyseprodukte auf die zur 
Hydrolyse eingesetzte Menge DNS bezogen. 
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Abb. 2 zeigt wieder die auffallenden Ubereinstimmungen der Dosis- 
Wirkungs-Beziehungen fiir beide mikrobiologischen Testsysteme. Die aus 
DNS gewonnenen Polynucleotide sind fast ebenso wirksam, wie die DNS. 
Bei einem Verhaltnis von Actinomycin C zur eingesetzten Menge DNS 
von 1:10 wird die Hemmung von Actinomycin C zu 90% aufgehoben. 
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Dagegen enthemmen die Oligonucleotide in vergleichbaren Konzentra- 
tionen nur noch zu 30%. Die im Totalhydrolysat enthaltenen Bausteine 
der DNS sind bis zu einem Konzentrationsverhiltnis von 1:20 vdllig 
unwirksam. 

Die quantitativen Ergebnisse der Hemmungs- und Enthemmungs- 
analysen fiihrten zu der Vermutung, daf die Enthemmung auf einer 
direkten Reaktion zwischen Actinomycin C und der zugesetzten DNS 
bzw. deren Polynucleotiden und zum Teil auch Oligonucleotiden beruht. 


2. Absorptionsspektren und Sedimentationsversuche 
Steiner und Beers?’ haben die Komplexbildung von Acridin- 
orange mit Nucleinsiiuren nachgewiesen. Das Maximum des Acridin- 
orange liegt bei 490 my, das des_,,Farbstoffpolymerenkomplexes“‘ 
(dyve-polymer-complex) bei 502 mu. Ganz ahnlich andert sich die Ab- 
sorptionsbande von Actinomycin bei 
440 mu durch Zugabe von DNS. Es 
tritt eine neue Bande mit einem Ab- 
sorptionsmaximum bei 450 my auf. 
Bis zu einem Verhiltnis von Actino- 
mycin C zu DNS von 1:10 nimmt 
die Absorption bei 440 my stindig 
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Abb. 3. Differenzspektren von Actino- 
mycin C mit DNS. Gewichtsverhiltnis 
bei a: 0,4, bei b: 0,2 und bei c: 0,1 und 
darunter. Schichtdicke: 2x 10 mm. Kon- 005+— : r 
zentration des Actinomycin C: 20 ug/ml 30 400 500 600 
Fries-Nahrmedium, px 6,3. A(mp) —— 











ab, die Verschiebung zum Langwelligen wird immer deutlicher, was sich 
in einer stiirkeren Auspragung des Differenzspektrums anzeigt. Bei 
weiterer Zugabe von DNS andert sich das Differenzspektrum nicht mehr. 
Bildet sich analog wie beim Acridinorange ein Komplex zwischen Actino- 
mycin C und DNS, so deuten diese Befunde darauf hin, daB bei einem 
Gewichtsverhialtnis von Actinomycin C: DNS von 0,1 das gesamte Actino- 
mycin C an DNS gebunden ist. Das gilt fiir einen py-Bereich von 5,0 bis 
7,0, entsprechend den Milieubedingungen der mikrobiologischen Versuche. 


Wiahrend Acridinorange mit RNS in gleichem Mafe reagiert wie 
mit DNS, ergeben sich beim Actinomycin C deutliche Unterschiede. 
Das Differenzspektrum Actinomycin C:RNS, s. Abb. 4, entspricht bei 
einem Verhialtnis von 1: 800 dem Differenzspektrum Actinomycin C:DNS 
bei einem Verhiltnis von 1:10. 
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= Abb. 4. Differenzspektren von Actino- 
us mycin C mit RNS. Gewichtsverhaltnis 
bei a: 0,04, bei b: 0,01, bei c: 0,025 und 
0104 bei d: 0,0013. Konzentration des Actino- 
mycins und Schichtdicke wie bei Abb. 3. 
350 





Vergleicht man diese Befunde mit den Ergebnissen der mikro- 
biologischen Teste, so wird ganz deutlich, dali die Actinomycin-C-Hem- 
mung an N.crassa und S. faecalis gerade bei dem Gewichtsverhiltnis 
von Actinomycin C: DNS bzw. RNS vollstandig aufgehoben wird, bei dem 
auch die Ausprigung des Differenzspektrums maximal ist. 

Es war nun noch zu untersuchen, ob das Gleiche auch fiir die Poly- 
nucleotide, Oligonucleotide und das Totalhydrolysat der DNS gilt. 





Abb. 5. Differenzspektren von 
Actinomycin C mit a) Poly- 
nucleotiden, b) Oligonucleotiden, 
c) Totalhydrolysat, im Vergleich 
zum Differenzspektrum, mit hoch- 
molekularer DNS (d). Die Kon- 
‘~ j zentrationen der Hydrolysenpro- 
005 \ af! dukte sind stets 0,10, bezogen 
ai \ ‘4 auf die der Hydrolyse zugrunde 
. é ’ ' gelegte DNS-Menge. Konzentra- 
30 «00 500 600 70 tion an Actinomycin C wie bei 
(muy Abb. 3. 
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Das Differenzspektrum von Actinomycin C mit den Polynucleotiden 
weicht bei einem Gewichtsverhiltnis von 1:10 nur geringfiigig vom 
Differenzspektrum Actinomycin C:DNS 1:10 ab, s. Abb. 5, Kurve a 
und d. Oligonucleotide vermégen Actinomycin C bei demselben Ge- 
wichtsverhiltnis nur noch in geringerem Mafie zu binden (Kurve b), 
die im Totalhydrolysat enthaltenen Bausteine der DNS dagegen iiber- 
haupt nicht mehr (Kurve c). 

Wenn die hier dargestellten Befunde eine Komplexbildung zwischen 
Actinomycin C und DNS (in geringerem Umfang auch RNS) wohl 
wahrscheinlich machen, so geniigen sie dennoch nicht zum endgiiltigen 
Beweis. Ein Farbstoff, der mit einer hochmolekularen Substanz assoziiert, 
sollte mit dieser Substanz im Ultrazentrifugenfeld auch wandern. Wir 
haben deshalb die Sedimentation von DNS in Gegenwart von Actino- 
mycin C untersucht. 

Aus experimentellen Griinden wurde hierbei die Konzentration der 
DNS konstant gehalten und die von Actinomycin C variiert. 
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Abb. 6 zeigt Aufnahmen von vier Zentrifugenliufen zum gleichen 
Zeitpunkt, mit verschiedenen Gewichtsverhiltnissen Actinomycin C: 
DNS. DNS ohne Zusatz wandert wegen ihrer hohen Viskositit unter 
Ausbildung einer scharfen Dichtegradientenkurve (s. Aufnahme a). 
Bei einem Gewichtsverhiltnis Actinomycin C: DNS von 1:3,3 sieht man- 
den gelben Farbstoff links und rechts von der Dichtegradientenkurve. 

















c 


Abb. 6. Die Sedimentation von DNS ohne und mit Actinomycin C in der Ultra- 

zentrifuge, a) 0,2 DNS, b) 0,2% DNS + Actinomycin C, Gewichtsverhialtnis 3,3 :1, 

c) 0,2% DNS + Actinomycin C, Gew.-Verh. 5,0:1, d) 0.2% DNS + Actinomycin C, 

Gew.-Verh, 10,0:1. Lésungsmittel: 0,15m NaCl, 0,005m MgSO,. 39460 U./Min., 
Aufnahmen nach 72 Min. 
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In der Aufnahme erkennt man den Farbstoff an der dunkleren Schattie- 
rung, bedingt durch die stiirkere Lichtabsorption des Actinomycins. 
Rechts der Dichtegradientenkurve ist die Schattierung starker. Ein 
Teil des Actinomycins wandert mit der DNS, ein anderer Teil verbleibt 
in dem von DNS freien Lésungsmittel (s. Aufnahme b). Bei einem Ver- 
hiltnis Actinomycin C:DNS von 1:5 ist der Anteil von Actinomycin C 
im Lésungsmittel geringer (s. Aufnahme c), bis schlieBlich bei einem 
Verhaltnis von 1:10 das gesamte Actinomycin mit der DNS wandert 
(s. Aufnahme d) und zwar exakt mit der Dichtegradientenkurve der 
DNS. 

Actinomycin C sedimentiert — wegen seines niedrigeren Molekular- 
gewichtes — nicht unter Ausbildung einer Dichtegradientenkurve. 

Diese Untersuchungen beweisen die Bildung einer Verbindung 
zwischen DNS und Actinomycin, die im Schwerefeld kenstant ist. Die 
Verbindung hat einen von DNS deutlich verschiedenen héheren Sedi- 
mentationskoeffizienten. 


Diskussion 


Absorptionsmessungen und Untersuchungen in der Ultrazentrifuge 
haben ergeben, daB Actinomycin C in vitro mit DNS, deren Polynucleo- 
tiden und zum Teil auch Oligonucleotiden reagiert. 

Bei einer Reihe anderer Radiomimetika, den alkylierenden Agen- 
tien, haben Alexander und Mitarbeiter? ebenfalls in vitro Reaktionen 
mit der DNS beobachtet. Obwohl alkylierende Agentien auch an vielen 
anderen Stellen in den Zellstoffwechsei eingreifen** 24, sieht Alexander 
als Ursache der cytostatischen Wirkung vor allem die Vernetzungs- 
reaktion alkylierender Agentien mit der DNS an”. In vivo konnte der 
Einflu8 von alkylierenden Substanzen an einem £.coli- Phagensystem 
von Loveless und Stock? nachgewiesen werden. 

Die enthemmende Wirkung von DNS, Polynucleotiden und zum 
Teil auch Oligonucleotiden auf die Actinomycin-Hemmung bei N.crassa 
und S.faecalis ist auf eine direkte Reaktion zwischen Actinomycin C 
und der zugesetzten DNS bzw. deren Polynucleotiden zuriickzufiihren. 
Wir nehmen an, daB in die Zelle eingedrungenes Actinomycin C mit der 
zelleigenen DNS in gleicher Weise reagiert wie mit der DNS in vitro, 
und da8 zumindest ein Teil der cytostatischen Wirkung von Actinomy- 
cin C auf dem Reaktionsvermégen mit DNS und Polynucleotiden beruht. 
Wegen des viel geringeren Bindungsvermégens von RNS erscheint uns 
eine Reaktion zwischen RNS und Actinomycin C in vivo nur von unter- 
geordneter Bedeutung. 


22 P. Alexander, A. Swarcbort u. K. A. Stacey, Biochemical Pharmacol. 
2, 133 [1959]. 
23H. Hilz u. E. J. Klempien, Biochem. Z. 331, 563 [1959]. 
24H. Holzer, W. Duntze u. S. Frank, Angew. Chem. 70, 746 [1958]. 
25 A. Loveless u. J. C. Stock, Proc. Roy. Soc. B. 151, 148 [1959]. 
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Zusammenfassung 


1. Die cytostatische Wirkung von Actinomycin C auf das Wachstum 
von Neurospora crassa und Streptococcus faecalis wird durch Zusatz von 
Desoxyribonucleinsiure (DNS), deren Polynucleotiden und zum Teil 
auch Oligonucleotiden zum Nihrmedium aufgehoben. Bei einem Ge- 
wichtsverhaltnis Actinomycin C:DNS von 0,1 betrigt die Enthemmung 
in beiden Testsystemen 100%. 

Ribonucleinsiure (RNS) verhilt sich qualitativ wie DNS, unter- 
scheidet sich aber in quantitativer Hinsicht deutlich von dieser. Zur 
villigen Enthemmung benétigt man 100mal mehr RNS als DNS. 


2. Actinomycin C bildet mit DNS und RNS Komplexe, ahnlich 
den Verbindungen von Acridinorange und Rosanilin mit Nucleinsiuren. 
Die Komplexbildung 1a8t sich an dem Auftreten eines neuen Absorp- 
tionsmaximums nachweisen. Diese ist maximal ausgeprigt bei einem 
Konzentrationsverhialtnis Actinomycin C:DNS von 0,1. Die Komplex- 
bildung zwischen Actinomycin C und DNS konnte auch in der Ultra- 
zeutrifuge nachgewiesen werden. 

Die enthemmende Wirkung von DNS und RNS auf die Actinomycin- 
Hemmung bei J. crassa und S. faecalis beruht auf einer direkten Reak- 
tion zwischen Actinomycin C und DNS. 


Summary 


1. The cytostatic action of actinomycin C on the growth of Newro- 
spora crassa and Streptococcus faecalis is abolished by the addition to 
the growth medium of deoxyribonucleic acid (DNA), its polynucleotides 
and partially by its oligonucleotides. At a weight ratio of actinomycin C: 
DNA = 0,1, the relief of inhibition was 100% in both test systems. 

Ribonucleic acid (RNA) exerts a qualitatively similar action to that 
of DNA, but shows a marked quantitative difference. One hundred times 
more RNA than DNA is required for complete relief of inhibition. 

2. Actinomycin C reacts with DNA and RNA to form complexes, 
similar to the compounds formed by nucleic acids with acridine orange 
and roseaniline. Complex formation can be detected by the appearance 
of a new absorption maximum, which requires a concentration ratio, 
actinomycin C:DNA = 0,1, for its maximum intensity. The complex 
between actinomycin C and DNA can be demonstrated in the ultra- 
centrifuge. 

The abolition of the actinomycin inhibition of NV.crassaand S. faecalis 
by DNA and RNA is due to a direct reaction between actinomycin C 
and these nucleic acids. 


Professor Dr.H. M. Rauen, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Miinster!Westfalen, WaldeyerstraBe 15. 
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Synthesen von Scopin-benzhydrylathern 


Alkaloidsynthesen, XID? 
Von 
J. Renz und A. Lindenmann 
Aus dem Pharmazeutisch-Chemischen Laboratorium der Sandoz AG, Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juni 1960) 
Herrn Professor Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburtstag 
Von den iiber zwanzig bis heute entdeckten Alkaloiden der Tropan- 


gruppe, finden Atropin und Scopolamin immer noch eine ausgedehnte 
therapeutische Anwendung. 


N-CH, 0 N-CH; 
H CHyOH H CH20H 
O- C-CH- C,H, O- C-CH- CgHs 
0 0 
Atropin Scopolamin 


In den letzten Jahren wurden diese Tropanalkaloide vielseitig be- 
arbeitet. Durch die Aufklirung der stereochemischen Verhialtnisse ist es 
méglich geworden, Totalsynthesen und weitere synthetische Abwand- 
lungen in dieser Alkaloidgruppe auszufiihren. Hierzu haben besonders 
auch die Forschungen auf dem Furangebiet beigetragen, denn dadurch 
wurden die Voraussetzungen geschaffen, um solche Verbindungen aus 
einfachen Grundstoffen aufzubauen. 

Als Beispiele mégen die Totalsynthesen des Scopolamins*, des 
Meteloidins* und des Valeroidins®, und bei den ,,kiinstlichen‘“’ Tropan- 
alkaloiden die Totalsynthesen von 6-Alkoxy-tropanylestern®, 6-Alkoxy- 
tropanyl- und N-Alkyl-nortropanyl-iithern!,’ erwihnt werden. 


1 XII. Mitteil.: E. Jucker u. A. Lindenmann, Helv. chim. Acta 42, 2451 
[1959]. 

2 Uber diese Untersuchungen wurde an der W interversammlung der Schweize- 
rischen Chemischen Gesellschaft (28. Februar 1959 in Bern) auszugsweise berichtet. 
Vgl. Referat in der Zeitschrift Chimia [Ziirich] 13, 114 [1959]. 

3 P. Dobo, G. Fodor, G.Janzco, I. Koczor, J. Tothu.I. Vineze, J.chem. 
Soc. [London] 1959, 3461. 

4A. Heusner u. A. Zeile, Chem. Ber. 90, 2114 [1957]. 

5 J. Vineze, J. Toth u. G. Fodor, J. chem. Soc. [London] 1957, 1349. 

6 A. Stoll, E. Juckeru. A. Lindenmann, Helv. chim. Acta 37, 495 [1954]; 
38, 571 [1955]. - 

7 Merck &Co. Inc., Rahway, Amer. Pat. 2.595.405; Schenley Lab. Inc., New 
York, Amer. Pat. 2.782.200. 
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Die Benzhydrylither dieser durch Totalsynthese entwickelten Tro- 
panyl-Derivate zeichneten sich nun durch bemerkenswerte pharmako- 
dynamische Eigenschaften aus. So besitzen sie z. B. im Gegensatz zu 
anderen antihistaminisch wirkenden Benzhydrylithern im Laborato- 
riumsversuch eine lingerdauernde Aktivitit. Dies veranlaBte uns, eben- 
falls das Scopin, das Alkamin des Scopolamins, in unsere Untersuchungen 
einzubeziehen und Benzhydrylither des Scopins aufzubauen. 


Fir die Wahl der Ausgangsmaterialien und des Syntheseweges bil- 
deten die Untersuchungen von Fodor’, Hardegger®, Heusner!, 
Stoll™ und Mitarbeitern, die die strukturellen Zusammenhinge von 
Scopolamin, Valeroidin und 6-Hydroxy-tropinon aufzeigten, die Grund- 
lage. Aus Scopolamin wurde durch Hydrogenolyse des Epoxydringes und 
nachfolgende Hydrolyse des diastereoisomeren Esterpaares dasselbe 3.6- 
Dihydroxy-tropan erhalten, das aus Cocablittern isoliert wurde, das aber 
auch durch Hydrolyse des Valeroidins oder totalsynthetisch gewonnen 
wurde. In einer Arbeit von Mitchell'* wurde schon friiher gezeigt, dab 
im Valeroidin die 6-Hydroxylgruppe in f-Stellung zum Ringstickstoff 
vorliegt, so daB man nun auch fiir die 6-Hydroxylgruppe im 6-Hydroxy- 
tropinon, im 3.6-Dihydroxy-tropan und fiir die Epoxydbriicke im Scopol- 
amin dieselbe riumliche Anordnung annehmen konnte. Bei der Synthese 
des 6-Hydroxy-tropinons wird hauptsichlich ebenfalls die 68-Hydroxy- 
Verbindung gebildet. Da eine Einfiihrung der Doppelbindung in 6,7-Stel- 
lung des Tropangeriistes, ausgehend von der 6$-Hydroxy-Verbindung, 
leicht gelingen sollte, lag es deshalb nahe, das leicht zugiingliche 6/- 
Hydroxy-tropinon'* als Ausgangsmaterial zu Synthesen von Scopin- 
Derivaten zu verwenden, da die Reduktion der Ketogruppe amC-Atom 3 
zum Alkohol stereospezifisch ausgefiihrt werden kann. 


Als weiterer Ausgangsstoff diente Scopin, das totalsynthetisch auf- 
gebaut werden kann!5, heute jedoch auch in guter Ausbeute aus Scopol- 
amin zugiinglich ist?®. 

Diese beiden Synthesewege werden im folgenden kurz skizziert. 


8 G. Fodor, Experientia [Basel] 11, 129 [1955]; Tetrahedron 1, 86 [1957]. 

® E. Hardegger u. H. Ott, Helv. chim. Acta 38, 312 [1955]. 

10 A. Heusner, Arzneimittel-Forsch. 6, 105 [1956]; Chem. Ber. 90, 2114 
[1957]. 

1 A. Stoll, A. Lindenmannu. KE. Jucker, Helv. chim. Acta 86, 1506 [1953]. 

12 Wm. Mitchell, J. chem. Soc. [London] 1947, 1330. 

13 In dieser Nomenklatur bedeuten « die trans- und f die cis-Stellung zur 
Stickstoffbriicke des Tropangeriistes. Tropin ist also Tropanol-(3), Pseudotropin 
Tropanol-(3 f). 

14 A. Stoll, B. Becker u. E. Jucker, Helv. chim. Acta 35, 1263 [1952]; 
J.C.Sheehanu. B.M. Bloom, J. Amer. chem. Soc. 74, 3825 [1952]; P. Nedenskov 
u. N. Clauson-Kaas, Acta chem. scand. 8, 1295 [1954]. 

15 P. Dobo, G. Fodor, G. Janzco, I. Koczor, J. Toth u. I. Vincze, 
J. chem. Soc. [London] 1959, 3461. 

16 J. Meinwald u. O. L. Chapman, J. Amer. chem. Soc. 79, 665 [1957]; 
A. Heusner u. K. Zeile, Chem. Ber. 91, 2399 [1958]. 
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1. Totalsynthesen, ausgehend von 6$-Hydroxy-tropinon und 
N-Athy1-6f-hydroxy-nortropinon 

6f6-Hydroxy-tropinon (I), hergestellt aus Apfelsiuredialdehyd, Me- 
thylamin und Acetondicarbonsiure, wurde acyliert und anschlieBend mit 
Raney-Nickel stereospezifisch zum 6/-Acyloxytropanol-(3x) (III, IV) 
hydriert. An dieser Stelle der Synthese erfolgt nun bereits die Einfiihrung 
des Benzhydrylrestes, und zwar durch Umsetzung des acylierten Tropa- 
nols mit einem Diphenylhalogenmethan- oder Diphenyldiazomethan- 
Derivat, nach analogen Methoden, die wir friiher zur Herstellung der 
Tropanyl-benzhydrylather!’? verwendeten. Sodann wurde bei den gebil- 
deten Benzhydryliathern (VI, VII) die 6$-Acylgruppe durch milde Hy- 
drolyse abgespalten oder, wie im Falle des 68-[Phenyl-carbamoyloxy |- 
tropanyl-3x-benzhydrylithers (VII), durch mehrmalige Destillation im 
Vakuum entfernt. 

Zum gleichen Zwischenprodukt, dem 6$-Hydroxy-tropanyl-3-benz- 
hydryliather (XV), gelangten wir ebenfalls durch katalytische Hydrierung 
von 6$-Hydroxy-tropinon (I) und anschlieBende Umsetzung des erhal- 
tenen 3x,68-Dihydroxy-tropans mit Diphenylbrommethan im Molver- 
haltnis 1:1 in Gegenwart eines siurebindenden Mittels. Wir erhielten ein 
Gemisch der isomeren 6f$-Hydroxy-tropanyl-3x-benzhydrylither (XV) 
und 3«-Hydroxy-tropanyl-66-benzhydrylither (XVI), die durch ihre 
verschiedene Léslichkeit getrennt werden konnten. 

Der Ather XV wurde nun mit Methansulfochlorid umgesetzt und 
der gebildete 68-Sulfonsiureester (IX) in Gegenwart von organischen 
Basen, am besten Kollidin und Diithylanilin, in einer Stickstoffatmo- 


17 K. Jucker u. A. Lindenmann, Helv. chim. Acta 42, 2451 [1959]. 
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sphire erhitzt, wobei die ungesittigte Verbindung, der A®-Tropenyl-3a- 
benzhydrylather (XI), erhalten wurde. Aus dieser ungesittigten Verbin- 
dung wurde durch Epoxydierung mit Trifluorperessigsiure?® der Scopin- 
benzhydrylither [6.78-Epoxy-tropanyl-3«-benzhydrylither] (XII) ge- 
wonnen. 

Ausgehend von N-Athyl-68-hydroxy-nortropinon (II) wurde analog 
der N-Athyl-norscopin-benzhydrylither [N-Athyl-6.78-epoxy-nortropa- 
nyl-3x-benzhydrylither] (XIII) hergestellt, der jedoch nur als Naphtha- 
lin-1.5-disulfonat charakterisiert werden konnte. 


Wihrend alle Stufen dieser Synthesen mit Ausbeuten von iiber 60%, 
und z. T. quantitativ verlaufen, sind die beiden letzten Verfahrensschritte 
in ihren Ausbeuten unbefriedigend. 


2. Partialsynthesen aus Scopin [6.76-Epoxy-tropanol-(3x)] 


Ausgehend von Scopin (XVII) wurde durch Umsetzung mit Di- 
phenyldiazomethan der Scopin-benzhydrylither ebenfalls gewonnen. 
Durch mehrstiindiges Erwirmen der beiden Komponenten in Benzol bil- 
dete sich der Ather in guter Ausbeute und konnte nach den iiblichen 
Reinigungsverfahren als Hydrochlorid kristallin erhalten werden. 


Cg HX 0 
on Va 
6/5 H cur 
I-06 
XVI eee o 
XVII: X = Cl 


Durch Umsetzung von Scopin mit 4-Chlor-diphenyldiazomethan 
wurde analog derScopin-[4-chlor-benzhydrylither] [6.78-Epoxytropany1- 
3x-4’-chlor-benzhydrylither] (XVIII) erhalten. 


18 W. D. Emmons u. A.S. Pagano, J. Amer. chem. Soc. 77, 89 [1955]; 
P. Dobo, G. Fodor, G. Janzco, I. Koczor, J. Toth u. I. Vineze, J. chem. Soc. 
[London] 1959, 3461. 
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Infrarot-Spektren der synthetisierten Verbindungen: 
] 6p-Hydroxy-tropinon 
VI 68-Acetoxy-tropanyl-3«-benzhydrylather 
VII  6/-Phenyl-carbamoyloxy-tropany]-3«-benzhydrylather 
XV‘ 68-Hydroxy-tropany]l-3«-benzhydrylather 
IX 68-Mesyloxy-tropany]-3a-benzhydrylather 
XII = Seopin-benzhydrylather-hydrochlorid 
XVIII Scopin-[4-chlor-benzhydrylather]-hydrobromid - H,O 
Die IR-Spektren wurden auf einem Perkin-Elmer Modell 21 in Kaliumbromid 
aufgenommen (1 mg Substanz pro 300 mg KBr). 

Die Scopin-benzhydrylither verhalten sich gegeniiber Alkaloid- 
reagenzien positiv : so erzeugt Zugabe von Reinecke-Salz-Lésung zu einer 
Lésung von Scopin-benzhydrylither-hydrochlorid in Wasser (1:50) 
einen hellvioletten, flockigen Niederschlag. Diese Fallung kann quantita- 
tiv ausgewertet werden. Mayers Reagenz ergibt eine weife flockige 
Fallung. 

Die IR-Spektren!® zeigen den Verlauf der Totalsynthese am Beispiel 
des Scopin-benzhydrylithers. Die beiden letzten Spektren (Scopin-benz- 
hydrylither-hydrochlorid und Scopin-[4-chlor-benzhydrylither]-hydro- 
chlorid: H,O) weisen die fiir Scopin-Derivate charakteristischen Maxima 
auf; so eine Doppelbande bei 850—-860 cm-! und 870 cm-', die fiir die 
Epoxydstruktur typisch zu sein scheint?°, und als Strukturbeweis ausge- 
wertet werden kann. 

18 Die IR-Spektren wurden in unseren physikalisch-chemischen Laboratorien 


(Leitung: Dres. H. G. Leemann u. M. Kohler) aufgenommen. 
*0 Vgl. A. Heusner u. A. Zeile, Chem. Ber. 91, 2399 [1958]. 
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Die pharmakologischen Untersuchungen* des Scopin-benzhydryl- 
thers hat nun iiberraschenderweise ergeben, dab, im Gegensatz zu den 
Tropanyl-benzhydrylithern, der anticholinergische und der histamin- 
hemmende Effekt gering sind. Dagegen tritt in Dosen von 2—5 mg/kg 
und mehr eine charakteristische reflexstimulierende Aktivitat sowohl an 
der narkotisierten als auch an der Spinal-Katze auf. Da die durch Rei- 
zung motorischer Nerven hervorgerufenen Muskelkontraktionen nicht 
beeinfluBt werden, deutet dies auf eine Einwirkung auf die afferenten 
oder spinalen Komponenten des Reflexbogens hin. 


Beschreibung der Versuche** 


1. Totalsynthesen, ausgehend von6f-Hydroxy-tropinon und N-Athyl- 
; 68-hydroxy-nortropinon 

a) Scopin-benzhydrylather (6.7f-Epoxy-tropanyl-3«-benzhydrylather ) 
(XII) 

66-Acetoxy-tropinon: 25g 6$-Hydroxy-tropinon (I) werden in 
150 m/ absol. Pyridin und 100ml Acetanhydrid gelést und 48 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen. Darauf wird der gréBte Teil des Pyridins und des iiber- 
schiiss. Acetanhydrids im Vak. entfernt, der Riickstand in 150 ml Chloroform auf- 
genommen und zweimal mit je 50 ml eisgekiihlter, gesattigter waBriger Sodalésung 
gewaschen. Die Chloroformlésung wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, das 
Chloroform im Vak, abgedamptt und der Riickstand im Hochvak. destilliert, wobei 
das 68-Acetoxy-tropinon zwischen 129—132°/0,8 Torr iiberdestilliert. Ausb. 29g. 

Zur Identifizierung wurde von einer Probe das Hydrobromid hergestellt. 
Schmp. 192—-194° (Zers.) (aus Methanol/Ather). 


C,oH,;NO;* HBr (278,1) Ber. © 43,2 H5,8 017,3 N5,0 Br 28,7 
Gef. C 43,5 H5,9 017,5 N45 Br 28,5 


Hydrochlorid: Schmp. 199—200° (Zers.) (aus Methanol/Ather). 


68-Acetoxy-tropanol-(3x) (III): Eine Lésung von 5,6 g 6f8-Acetoxy- 
tropinon in 15 ml absol. Methanol wird 8 Stdn. mit Raney-Nickel bei 45° und 
einem Anfangsdruck von 60 at im Autoklaven hydriert. Man filtriert vom Kataly- 
sator ab, entfernt das Lésungsmittel im Vak. und destilliert den Riickstand im 
Hochvak., wobei III zwischen 130 und 133°/0,08 Torr iiberdestilliert. Ausbeute 
quantitativ. 
Ci9H,,NO, (199,2) Ber. N7,0 Gef. N 7,2 


Die Verbindung ist etwas hygroskopisch. 


6f-Acetoxy-tropanol-(3«)-naphthalin-1.5-disulfonat : Schmp. 237— 
239° (Zers.) (aus Methanol/Ather). 


[2 » Cy)H,,NO,] “4 C,)H,0,8, (686,8) Ber. C 52,5 H 6,2 O 28,0 N 4,1 Ss 9,3 
Gef. C 52,0 H6,2 028,11 N40 S9,3 
66-Acetoxy-tropanyl-3«-benzhydrylather (VI): Einer Mischung von 

10 g III und 2,6 g Natriumcarbonat l48t man bei 110° unter Riihren innert einer 
Stunde eine Lésung von 13,6 g Diphenylbrommethan in 6 ml absol. Benzol 
zutropfen und halt das Reaktionsgemisch anschlieBend unter weiterem Riithren noch 


21 Diese Untersuchungen wurden in den pharmakologischen Laboratorien der 
Sandoz AG (Leitung: Dr. A. Cerletti) durchgefiihrt. 

22 Die Analysen wurden im mikroanalytischen Laboratorium der Sandoz AG 
(Leitung: Dr. W. Schéniger) ausgefiihrt. 
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4 Stdn. bei 125°. Nach Abkiihlen versetzt man mit 100 m/l Wasser und 100 m/ Benzol, 
schiittelt durch, trennt die Benzolschicht ab und extrahiert den waBrigen Anteil 
noch mit insgesamt 160 ml Benzol. Die vereinigten Benzolextrakte werden sodann mit 
insgesamt 240 ml eisgekiihlter 2n HCl ausgeschiittelt, der salzsaure waBrige Extrakt 
mit 90 ml Ather gewaschen und unter Kiihlen mit 30proz. Natronlauge alkalisch 
gemacht. Man schiittelt mit insgesamt 380 m/ Benzol aus, trocknet die vereinigten 
Benzolausziige iiber Magnesiumsulfat und dampft das Benzol im Vak. ab. Der 
Riickstand wird aus Benzol/Petrolather umkristallisiert. 
Ausb. 9,0 g VI, Schmp. 109—111° (aus Benzol). 


C.sH,,NO, (365,4) Ber. C756 H7,5 0131 N3 
Gef. C 75,8 H7,4 013,3 N4, 


6f-Hydroxy-tropanyl-3«-benzhydrylather (XV): 

a) Eine Lésung von 10,0 g VI in 40 ml Athanol und 20 ml 3n NaOH wird 
1 Stde. auf 70° erwirmt. Darauf wird das Athanol im Vak. entfernt, wobei sich ein 
Ol ausscheidet. Man schiittelt den waBrigen, alkalischen Destillationsriickstand mit 
insgesamt 100 m/ Chloroform aus, wascht die vereinigten Chloroformausziige mit 
40 ml gesitt. Kochsalzlésung, trocknet iiber Magnesiumsulfat und dampft das 
Chloroform im Vak. ab. Der Riickstand wird aus Benzol umkristallisiert. Ausb. 9,0 g 
XV. Schmp. 134—136° (aus Benzol/Petrolaither oder Benzol). 


C,,H,;NO, (323,4) Ber. C780 H7,8 O 99 N43 
Gef. C 78,1 H7,8 0101 N4,5 


B) Einer Mischung von 3,0 g 3a.68-Dihydroxy-tropan (XIV) und 1,0g 
Natriumcarbonat 148t man bei 110° innert einer Stunde eine Lésung von 9,4 g 
Diphenylbrommethan in 6 ml absol. Benzol unter Riihren zutropfen. AnschlieBend 
halt man das Gemisch noch 5 Stdn. bei 125°, wobei sich langsam eine harte Masse 
bildet. Nach Abkihlen wird das Reaktionsgemisch mit 100 m/ Wasser und 100 ml 
Benzol versetzt und gut durchgeschiittelt. Ein in diesem Lésungsmittelgemisch 
ungeléster kristalliner Anteil, das 68-Hydroxy-tropanyl-3«-benzhydryl- 
ather-hydrobromid, wird abfiltriert und aus Methanol/Ather umkristallisiert. 
Schmp. 237—239° (Zers.). Ausb. 722 mg. 


C,,H,;NO,- HBr (404,3) Ber. C 62,4 H6,5 07,9 N3,5 Br19,8 
Gef. C 62,4 H6,4 O81 N34 Br19,5 


Aus dem Hydrobromid wird nach bekannten Methoden die freie Base XV her- 
gestellt. Schmp. 1834—135° (aus Benzol/Petrolaither). Der Misch-Schmelzpunkt mit 
einem Praparat, hergestellt aus 6f-Acetoxy-tropanol-(3x) mit Diphenylbrom- 
methan und anschlieBende Verseifung, zeigt keine Depression. 

Aus dem Filtrat (Benzoi/Wasser-Gemisch) wird nach den iiblichen Auf- 
arbeitungsverfahren der isomere 3x-Hydroxy-tropanyl-6f-benzhydryl- 
aither (XVI) gewonnen, der nach Umkristallisieren aus Aceton/Petrolather bei 
146—148° schmilzt. 


C,,H,;NO, (323,4) Ber. C 78,0 H7,8 O 9,9 N 4,3 
Gef. C 77,8 H7,5 0O10,0 N 4,5 
Hydrobromid: Schmp. 217—219° (Zers.) (aus Methanol/Ather). 


C,,H,;NO, - HBr (404,3) Ber. C 62,4 H6,5 07,9 N3,5 Br19,8 
Gef. C 62,2 H64 082 N3,4 Br 19,4 


y) Einer Mischung von 2,76 g68-[Phenyl-carbamoyloxy]-tropanol-(3«) 
(IV) (hergestellt nach Fodor?*) und 0,53 g Natriumcarbonat 1i8t man bei 110° 
unter Riihren innert einer Stunde eine Lésung von 2,47 g Diphenylbrommethan 
in 6 ml absol. Benzol zutropfen und halt das Reaktionsgemisch anschlieBend unter 


23 G. Fodor u. Mitarb., Chem. and Ind. 1955, 1260. 
pi 
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weiterem Riihren noch 5 Stdn. bei 125°. Darauf versetzt man mit 100 ml Benzol 
und 100 ml Wasser, wobei eine krist. Ausscheidung eintritt. Nach kurzem Stehen- 
lassen bei 0° wird abfiltriert, der Filterriickstand in 40 m/ Chloroform gelést und 
mit 20 ml 50proz. Natronlauge durchgeschiittelt. Der Chloroformanteil wird ab- 
getrennt, iiber Kaliumcarbonat getrocknet und das Chloroform im Vak. entfernt. 
Der Riickstand wird in wenig absol. Methanol aufgenommen und die Lésung bis 
pus mit methanol. Salzsiure versetzt. Durch Zusatz von Ather wird das 6/- 
[Pheny!-carbamoyloxy]-tropanyl-3a-benzhydrylather-hydrochlorid 

zur Kristallisation gebracht. Die Verbindung ist hygroskopisch. 

CygH39N,0, : HCl (479,6) Ber. N 5,9 Cl 7,4 

Gef. N 6,0 C1 7,2 


Aus dem Hydrochlorid wird nach den iiblichen Methoden die freie Base VII 
hergestellt. Schmp. 154—156° (aus Benzol/Petrolather). 


CogHsoN205 (442,5) Ber. C 76,0 H6.8 0109 N6,3 
Gef. C 76,0 H6,9 0109 N6,3 
1,5 g VII werden im Kugelrohr bei 0,05 Torr im Hochvak. langsam erhitzt. 
Bei 195° wird in der geschmolzenen Substanz eine Gesentwickiung sichtbar, wobei 
der Druck gleichzeitig auf 0,3 Torr steigt. Zwischen 230—240°/0,15 Torr geht XV 
als farbloses Ol iiber, das in der gekihlten Vorlage kristallin erstarrt. 
Ausb. 630 mg (55% d. Th.) Schmp. 132——-134° (aus Benzol/Petrolather). 


C.,H,;NO, (323,4) Ber. C780 H7,8 09,9 N4,3 
Gef. C 78,2 H7,6 09,8 N45 


6 f-Mesyloxy-tropanyl-3«-benzhydrylather (IX): 

«) Eine Lésung von 12,0 g XV in 36 ml absol. Chloroform und 3,0 ml absol. 
Pyridin wird mit 2,88 ml Methansulfonsaurechlorid versetzt, wobei Er- 
warmung eintritt. Man la8t das Reaktionsgemisch 50 Min. bei Zimmertemperatur 
stehen und halt es anschlieBend 5 Stdn. unter Riickflu8 im gelinden Sieden. Nach 
Abkiihlen wird das Reaktionsgemisch mit 85 ml Chloroform versetzt und mit 
insgesamt 200 ml Wasser in fiinf Portionen ausgeschiittelt. Die Chloroformlésung 
wird sodann iiber Magnesiumsulfat getrocknet, das Chloroform im Vak. entfernt 
und der Riickstand aus wenig Benzol durch Zusatz von Petrolather zur Kristalli- 
sation gebracht. (aus Benzol/Petrolather). 


C,,H,;NO,S (401,5) Ber. C 65,8 H68 015,9 N35 88,0 
Gef. 0 66,0 H6,7 0162 N41 S78 


6) Eine mit 0,24 ml Methansulfonsaiurechlorid versetzte Lésung von 
1,0 g XV in 2 ml absol. Chloroform und 0,31 g Triithylamin wird 18 Stdn. bei 
Zimmertemperatur stehengelassen. AnschlieBend erhitzt man noch 5 Stdn. unter 
RiickfluB zum gelinden Sieden. Nach Abkiihlen wird das Reaktionsgemisch mit 
6 ml Chloroform versetzt und mit 21 ml Wasser in 5 Portionen ausgeschiittelt. Die 
Chloroformlésung wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Chloroform im 
Vak. abgedampft. Der Riickstand (880 mg) wird iiber Aluminiumoxyd chromato- 
graphiert, wobei IX mit einem Lésungsmittelgemisch von Benzol/Petrolather 4:1 
eluiert wird. Ausb. 400 mg. Schmp. 88—90° (aus Benzol/Petrolather). 

Mit einem Lésungsmittelgemisch Chloroform/Methanol 9:1 wird noch etwas 
unveraindertes Ausgangsmaterial eluiert. 

Durch Versetzen einer methanolischen Lisung von IX mit der berechneten 
Menge Naphthalin-disulfonsaure-(1.5), gelést in Methanol, wird das 66-Mesyloxy- 
tropanyl-3a-benzhydrylather-naphthalin-1.5-disulfonat erhalten. 
Schmp. 194—195° (Zers.) (aus Methanol/Ather). 

[2+ C,.H,,NO,S] ° CyoH,0,S, (1091,3) Ber. C 59,4 H5,7 O2 
Gef. C 59,5 H5,8 O2 

A8-Tropenyl-3x-benzhydrylather (XI): 2,25 g IX, 4,5 ml Triathylamin 

und 0,3 ml Diathylanilin werden unter Stickstoff im Bombenrohr 2 Stdn. auf 
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125—130° erhitzt. Der Bombenrohrinhalt wird darauf stark abgekihlt und der 
diinnfliissige Anteil abdekantiert. Diese hellgelbe Lésung wird im Vak. eingeengt, 
in 50 ml Chloroform aufgenommen und zweimal mit je 20 m/ gesatt. Sodalésung 
gewaschen. Die Chloroformlésung wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das 
Chloroform sowie das restliche Triathylamin im Vak. entfernt. 
XI 148t sich nur unter teilweiser Zersetzung destillieren. Sdp. 175—185°/0,05 
Torr. 
C,,H,,NO (305,4) Ber. N 4,6 Gef. N 4,5 

Scopin-benzhydrylather (6.7 6-Epoxy-tropanyl-3 x-benzhydrylather) (XII): 
Kiner Lésung von 1,25 g XII in 20 ml Acetonitril werden unter Kiihlung 420 mg 
Trifluoressigsiure zugegeben und dieses Gemisch anschlieBend unter Riihren bei 
max. 25° innert 30 Min. mit einer Lésung von Trifluorperessigsiure (hergestellt 
aus 1,56 g Trifluoressigsiureanhydrid und 0,22 g 90proz. Wasserstoffperoxyd) und 
Trifluoressigsiéure in 10 m/ Methylenchlorid versetzt. Man riihrt darauf noch 
weitere 30 Min. bei Zimmertemperatur, extrahiert die Reaktionslésung mit ins- 
gesamt 100 ml Wasser, macht die waBrige Lésung mit 30proz. Natronlauge alkalisch 
und extrahiert mit insgesamt 150 ml Chloroform. Die vereinigten Chloroform- 
extrakte werden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Chloroform im Vak. 
entfernt. Aus dem déligen Riickstand wird mit der berechneten Menge methanol. 
Salzsiure das Hydrochlorid hergestellt, das nach Zugabe von wenig Ather aus- 
kristallisiert. Schmp. 212—214° (Zers.) (aus Methanol/Ather). 


C,,H,,;NO, - HCl (357,9) Ber. C 70,5 H68 089 Cl 9,9 
Gef. C 70,5 H6,9 09,0 C1 10,4 


Beim!Versetzen einer methanol. Lésung von XII mit der berechneten Menge 
Oxalsaure kristallisiert nach Zugabe von wenig Ather das saure Oxalat mit 
1 Mol. Kristallmethanol. 


C,,H,,NO, - C,H,0, + CH,OH (443,5) Ber. C 65,0 H6,6 0 25,3 N3,2 
Gef. C 64,5 H6,5 0 25,7 N3,9 


b) N-Athyl-norscopin-benzhydrylather (N-Athyl-6.78-epoxy-nor- 
tropanyl-3 x-benzhydrylather) (XIII) 
wt N-Athyl-68-hydroxy-nortropinon (II): 65g 2.5-Dimethoxy-2.5- 
dihydro-furan werden in 1,25 13x HCl gelést und 24 Stdn. bei Zimmertemperatur 
stehengelassen. Darauf wird die dunkelbraun gewordene Lésung filtriert, mit 
620 ml 6n Natronlauge neutralisiert und zu einer Lésung von 150 ml Aceton - 
dicarbonsaure, 82 ¢ Athylamin-hydrochlorid und 300 g Natriumacetat in 8,01 
Wasser gegeben. Man stellt den py mit konz. Salzsaure auf 4,0 ein und laBt die 
Mischung 48 Stdn. bei Zimmertemperatur stehen, wobei alsbald CO,-Entwicklung 
eintritt. Nach Ende der Reaktionszeit ist das py der Lésung auf etwa 5,0 gestiegen. 
Darauf wird die dunkelbraune Lésung mit 2,5 kg Kaliumcarbonat unter Riihren ver- 
setzt und anschlieBend mit insgesamt 4,0 1 Chloroform im Extraktor (Vibromischer) 
extrahiert. Die vereinigten Chloroformausziige werden iiber Magnesiumsulfat ge- 
trocknet, das Chloroform im Vak. entfernt und der Riickstand bei 0,8 Torr destilliert, 
wobei II zwischen 100—112° als gelbliches 01 iiberdestilliert. Das Destillat wird 
aus Benzol/Petrolather umkristallisiert oder im Vak. sublimiert. Schmp. 94—96°. 


C,H,;NO, (169,2) Ber. (63,9 H8,9 0189 N83 
Gef. C 63,9 H8,7 019,1 N8,4 


Der Riickstand, nach Abdampfen des Chloroforms, kann auch direkt, ohne 
Destillation im Vak. aus Benzol/Petrolither zur Kristallisation gebracht werden. 
Schmp. 94—96°. 

N-Athyl-3«.68-dihydroxy-nortropan: Eine Lésung von 1,0 ¢ II in 
10 ml absol. Methanol wird 8 Stdn. mit Raney-Nickel bei 45° und einem Anfangs- 
druck von 65 at hydriert. Man filtriert ab, dampft das Methanol im Vak. vollstandig 
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ab und bringt den Riickstand aus Aceton zur Kristallisation. Ausb. quantitativ. 
Schmp. 123—125° (aus Aceton). 


C,H,;NO, (171,2) Ber. C 63,1 H10,0 018,7 N82 
Gef. C 62,8 H 9,7 018,9 N83 


N-Athyl-68-acetoxy-nortropinon : 5,0g II werdenin30 mlabsol. Pyridin 
und 20m/ Acetanhydrid gelést und bei Zimmertemperatur 48 Stdn. stehen- 
gelassen. Darauf wird die Lésung im Vak. eingeengt, der Riickstand in 50 m/ 
Chloroform aufgenommen und zweimal mit je 20 m/ eisgekihlter, gesaétt. Soda- 
lésung gewaschen. Die Chloroformlésung wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, 
das Chloroform im Vak. abgedampft, und der Riickstand im Hochvak. destilliert, 
wobei das N-Athyl-6f8-acetoxy-nortropinon zwischen 120—123°/0,01 Torr 
iiberdestilliert. Ausb. 5,5 g. Zur Identifizierung wurde von einer Probe das Hydro- 
bromid hergestellt. Schmp. 187—188° (Zers.) (aus Methanol/Ather). 


C,,H,,NO,- HBr (292,2) Ber. C 45,2 H6,2 0164 N4,8 Br 27,4 
Gef. (45,5 H62 0156 N4,6 Br 27,2 


NV-Athyl-6f-acetoxy- nortropanol-(3«) (V): Eine Lésung von 4,5 g N- 
Athy1-6£- acetoxy-nortropinon in 15 mi absol. Methanol wird 8 Stdn. mit 
Raney-Nickel im Autoklaven bei 45° und einem Anfangsdruck von 55 at hydriert. 
Man filtriert vom Katalysator ab, entfernt das Lésungsmittel im Vak. und destilliert 
den Riickstand im Hochvak., wobei V zwischen 124—128° bei 0,03 Torr iitbergeht. 

C,,H,,NO, (213,3) Ber. N 6,6 Gef. N 6,5 


N - Athyl-68 - acetoxy -nortropanyl-3a-benzhydrylather (VIII): 
Einer Mischung von 3,2 g V und 0,8 g Natriumcarbonat 148t man bei 110° unter 
Riihren innert einer Stunde eine Lésung von 3,7 g Diphenylbrommethan in 6 mi 
absol. Benzol zutropfen und halt das Gemisch anschlieBend noch 4 Stdn. unter 
weiterem Riihren bei 125°. Nach Abkiihlen versetzt man mit 50 ml Wasser und 
50 mi Benzol, schiittelt durch, trennt die Benzolschicht ab und extrahiert den 
waBrigen Anteil portionsweise mit weiteren 80 m/ Benzol. Die vereinigten Benzol- 
ausziige werden sodann mit insgesamt 150 m/ eisgekiihlter 2n HCl extrahiert. Der 
salzsaure, wiBrige Extrakt wird mit 50 mi Ather gewaschen und unter starkem 
Kiihlen mit 30proz. Natronlauge alkalisch gemacht. Man schiittelt mit insgesamt 
200 mi Benzol aus, trocknet die vereinigten Benzolausziige iiber Magnesiumsulfat 
und dampft das Benzol im Vak. ab. Der Riickstand wird in 50 ml absol. Ather 
aufgenommen und trockener Bromwasserstoff eingeleitet (bis pH3), wobei das 
Hydrobromid von VIII kristallin ausfallt. Man filtriert ab und kristallisiert aus 
Methanol/Ather um. Schmp. 186—189° (Zers.). 


C,4H»pNO, - HBr (460,4) Ber. C 62,6 H6,6 010,44 N3,1 Br17,3 
Gef. C 62,8 H6,5 0106 N33 Br17,3 


V-Athyl-6f-hydroxy-nortropanyl-3«-benzhydrylather: 1,0 g VIII 
wird in 12 ml Athanol und ‘10 ml 3n NaOH 2 Stdn. unter Riickflu8 zum Sieden 
erhitzt, wobei Lésung eintritt. Darauf wird das Athanol im Vak. entfernt, der 
Riickstand mit 20 ml Wasser versetzt und mit insgesamt 100 ml Chloroform 
extrahiert. Die vereinigten Chloroformausziige werden mit 20 ml gesitt. Kochsalz- 
lésung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Chloroform im Vak. 
entfernt. Der Riickstand, der N-Athyl-68-hydroxy-nortropanyl-3«-benz- 
hydrylather, wird aus Benzol/Petrolather umkristallisiert. Schmp. 129—131°. 


CysH,,NO, (337,4) Ber. C 78,3 H8,1 09,5 N4,2 
Gef. C 78,9 H8,3 09,8 N46 


’-Athy1-6f8-mesyloxy-nortropanyl-3«- benzhydrylather (X): 3,0 g 
N- Athy. 6f-hydroxy- nortropanyl- 3a-benzhydrylather werden in 9 mi 
Chloroform und 0,72 mi Pyridin gelést. Man gibt 0,67 ml Methansulfochlorid 
zu, wobei leichte Erwarmung eintritt. Das Gemisch wird sodann 1 Stde. bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen und anschlieBend unter Riickflu8 3 Stdn. in gelindem 
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Sieden gehalten. Nach Abkiihlen wird mit 21 m/ Chloroform versetzt und mit 
40 ml 8proz. Sodalésung in 6 Portionen ausgeschiittelt. Die Chloroformlésung wird 
sodann iiber Magnesiumsulfat getrocknet, das Chloroform im Vak. abgedampft und 
der Riickstand (4,4 g) an Aluminiumoxyd chromatographiert, wobei X mit einem 
Lisungsmittelgemisch von Benzol/Petrolather 1:1 eluiert wird. Zur Identifizierung 
wird das Naphthalin-1.5-disulfonat hergestellt: Schmp. 201—-202° (Zers.) 
(aus Methanol/Ather). 


[2° CosHogNO,S]* C,,H,0,S, (1119,4) Ber. C 60,1 H5,9 020, N25 $11,5 
Gef. C 59,8 H6,1 0202 N32 811,3 


’- Athyl-norscopin-benzhydrylather (N-Athyl-6.7 -epoxy-nortro- 
sili 3a-benzhydrylather) (XIII): 5,2 g X, 10,4 mi Triéthylamin und 3 Tropfen 
Diathylanilin werden unter Stickstoff in einem Bombenrohr eingeschlossen und 
2 Stdn. auf 125—130° erhitzt. Der Bombenrohrinhalt wird darauf stark abgekiihlt 
und der diinnfliissige Anteil abdekantiert. Die hellgelbe Lésung wird im Vak. ein- 
geengt, in 50 mi Chloroform aufgenommen und mit 50 ml gesatt. Natriumcarbonat- 
losung gewaschen. Die Chloroformlésung wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, 
das Chloroform und das restliche Triithylamin im Vak. entfernt. Der erhaltene 
N-Athyl-A’-nortropenyl-3a-benzhydrylather wird direkt weiter ver- 
arbeitet. Einer Lésung von 1,9 g dieser Verbindung in 20 mi Methylenchlorid 
werden unter Kiihlung 610 mg Trifluoressigsiure zugegeben, und dieses Gemisch 
anschlieBend unter Riihren bei max. 25° innert 30 Min. mit einer Lésung von 
Trifluorperessigsaéure (hergestellt aus 2,25 g Trifluoressigsiureanhydrid und 0,32 g 
90proz. Wasserstoffperoxyd) in 10 ml Methylenchlorid versetzt. Man riihrt darauf 
noch weitere 30 Min. bei Zimmertemperatur, extrahiert die Reaktionslésung mit 
insgesamt 100 ml Wasser, macht die waBrige Lésung mit 30proz. Natronlauge 
alkalisch und extrahiert mit insgesamt 150 ml Chloroform. Die vereinigten Chloro- 
formausziige werden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Chloroform im Vak. 
entfernt. Der élige Riickstand wird an Aluminiumoxyd chromatographiert, wobei 
XIII mit einem Lésungsmittelgemisch von Benzol/Petrolather 1:4 eluiert wird. 

Zur Identifizierung wird mit der berechneten Menge Naphthalin-disulfonsaure- 
(1.5) das N-Athyl-norscopin-benzhydrylather-naphthalin-1.5-disulfo- 
nat hergestellt. Schmp. 234—236° (Zers.) (aus Methanol/Ather). 


[2-CsH,;NO,]*C,5H,0,S> (959,1) Ber. C 67,6 H6,1 N 
Gef. C 67,3 H6,2 N 


2. Partialsynthesen aus Scopin 


a) Scopin-benzhydrylaither (6.7$-Epoxy-tropanyl-3«-benzhydrylather) 
(XII) 

Eine Lésung von 3 g Scopin (XVII) in 5 ml absol. Benzol wird mit Diphenyl- 
diazomethan (hergestellt aus 7,5 g Benzophenonhydrazon und 8,5 g Quecksilber- 
(II)-oxyd) unter Riickflu8 3 Stdn. auf 80—85° erwarmt, Das abgekiihlte Gemisch 
wird sodann mit 45 ml Benzol und 600 mi 0,5 proz. waBriger, eisgekiihlter Salzsiure 
versetzt. Nach Durchschiitteln wird die Benzolschicht abgetrennt und die waBrige 
salzsaure Lésung anschlieBend noch mit 60 ml Benzol, dann mit insgesamt 120 ml 
Ather gewaschen. Hierauf macht man mit waBriger 30proz. Natronlauge unter 
starkem Kiihlen alkalisch und extrahiert mit insgesamt 500 m? Benzol. Die ver- 
einigten Benzolextrakte werden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, das Benzol im 
Vak. abgedampft und aus dem éligen Riickstand, dem Scopin-benzhydrylather, 
mit methanol. Salzsiure unter Kiihlung das Hydrochlorid hergestellt. Das Scopin- 
benzhydrylather-hydrochlorid wird aus Methanol unter Zusatz von Ather 
zur Kristallisation gebracht. Schmp. 212—214° (Zers.) (aus Methanol/Ather). 


C,,;H,NO, - HCl (357,9) Ber. C 70,5 H6,8 08,9 N3,9 Cl 9,9 

Gef. C 70,4 H6,5 09,3 N4,0 Cl10,1 
Scopin-benzhydrylaither-brommethylat : Scopin-benzhydrylather(her- 
gestellt aus 1 g Hydrochlorid nach den iiblichen Methoden) wird in 3 ml Aceton 
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gelést und mit 3 m/ Methylbromid versetzt. Man la8t 15 Stdn. bei Zimmertemperatur 
stehen, wobei sich nach einiger Zeit das Brommethylat kristallin auszuscheiden 
beginnt. Man filtriert ab und kristallisiert aus Methanol/Aceton/Ather um. Schmp. 
214—215° (Zers.). 
C..H,,NO,]Br (416,3) Ber. C 63,5 H6,3 07,7 N3,4 Br 19,2 
Gef. C 63,6 H6,3 07,6 N 3,6 Br 19,0 

b) Scopin-[4-chlor-benzhydry lather] (6.7 $-Epoxy-tropanyl-3 1 -4’-chlor- 
benzhydrylather) (XVIII) 

Eine Lésung von 3,1 g XVII in 4 m/ absol. Benzol wird mit 4-Chlor-di- 
phenyldiazomethan (hergestellt aus 5,3 g 4-Chlor-benzophenonhydrazon und 
4,4 ¢ Quecksilber(II)-oxyd) unter Riickflu8 514 Stdn. auf 95—100° erwarmt. Das 
abgekihlte Reaktionsgemisch wird sodann mit 100 m/ Benzol und 700 ml 1 proz. 
eisgekiihlter Salzsiure versetzt. Nach Durchschiitteln wird die Benzolschicht ab- 
getrennt, und die waBrige, salzsaure Lésung anschlieBend noch mit insgesamt 
300 mi Ather gewaschen. Hierauf macht man mit 30proz. Natronlauge unter 
starkem Kiihlen alkalisch und extrahiert mit insgesamt 1000 m/ Benzol. Die ver- 
einigten Benzolextrakte werden iiber Magnesiumcarbonat getrocknet, das Benzol 
im Vak. abgedampft und der élige Riickstand (1,3 g) an Aluminiumoxyd chromato- 
graphiert, wobei der Scopin-4-chlor-benzhydrylither mit ‘einem Lésungsmittel- 
gemisch von Benzol/Petrolather 1:1 eluiert wird. 

Zur Herstellung des H ydrobromids wird in eine methanol. Lésung von XVIIT 
unter starker Kihlung Bromwasserstoffgas eingeleitet. Nach Zugabe von wenig 
Ather und Stehenlassen im Eisschrank scheidet sich das Scopin-[4-chlor-benz- 
hydrylather]- hydrobromid kristallin ab. Man filtriert ab und kristallisiert aus 
Methanol/Ather um, An der Luft nimmt das Hydrobromid 1 Mol. Kristallwasser auf. 


C,,H»,CINO,- HBr-H,0 (454,8) Ber. C 55,5 H5,5 010,6 N3,1 Br17,7 (17,8 
Gef. C55,7 H5,3 0103 N3,1 Br18,0 C17,8 


Scopin-[4-chlor-benzhydrylather]-naphthalin-1.5-disulfonat : 
Schmp. 229—231° (Zers.) (aus Methanol/Ather). 


Zusammenfassung 


Es werden Totalsynthesen von Scopin-benzhydrylither und .V- 
Athyl-norscopin-benzhydrylather, ausgehend von 6f$-Hydroxy-tropinon 
und N-Athyl-68-hydroxy-nortropinon, sowie Partialsynthesen von Sco- 
pin-benzhydrylather und Scopin-[4-chlor-benzhydrylather], ausgehend 
von Scopin, beschrieben. 


Summary 


Total syntheses of scopine benzhydryl ether and N-ethylnorscopine 
benzhydry] ether, starting from 6$-hydroxy-tropinon, and partial synthe- 
ses of scopine benzhydryl ether and scopine 4-chloro-benzhydry1! ether, 
starting from scopine, are described. 


Dr. J. Renz, Chemisch-Pharmazeutische Fabrik Sandoz AG, Basel, Schweiz. 
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Uber Proteine und deren Abbauprodukte, XVIP° 


Die Synthese von Tri- und Tetrapeptidderivaten des Prolins 
und Hydroxyprolins 
Von 
Kurt Heyns und Giinter Legler 
Aus dem Institut fiir Organische Chemie des Chemischen Staatsinstitutes der Universitat Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juli 1960) 
Herrn Professor Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburtstag 


Fir die Ermittlung der Substratspezifitit der Kollagenase und fiir 
die Untersuchung der fiir die Kollagenasespaltung von Kollagen mab- 
gebenden Faktoren (vgl. folgende Mitteil.) bendtigten wir eine Anzahl 
von Tetrapeptidderivaten vom Typ Carbobenzoxy-prolyl-X-glycyl-prolin- 
amid, bei denen fiir X Glycin, Alanin, Prolin, Arginin und Glutaminsidure 
gewihlt wurden. AuBerdem wurde in einem Fall Glycin durch Alanin 
ersetzt (X = Alanin) und das carboxylseitige Prolin durch Hydroxy- 
prolin. Die Verbindungen waren in der Literatur noch nicht beschrieben, 
lieBen sich aber nach bekannten Methoden darstellen. Im folgenden ist 
jeweils das Syntheseschema angegeben. Zur Anwendung gelangten die 
Azidmethode nach Bergmann’, die Aktivierung der Aminogruppe mit 
Phosphorpentoxid in Diithylphosphit nach Schramm und Wissmann, 
die Carbodiimidmethode nach Sheehan und Hess‘, die Aminolyse von 
Thiophenylestern nach Wieland und Mitarbeitern® und von p-Nitro- 
phenylestern nach Bodanszky®. Als leicht entfernbare Schutzgruppe 
diente fiir die Aminogruppe der Carbobenzoxyrest und fiir die Carboxyl- 
gruppe der Methyl- und in einem Fall der Benzylester. 


1. Carbobenzoxy-glycyl-glycyl-prolin-amid* 

Cho-Gly-Gly-N,H, 22%°:.. Cho-Gly-Gly-N, HzPrrOCHs , 
Cho-Gly-Gly-Pro-OCH, (53%) “!*. Cbo-Gly-Gly-Pro-NH, (45°) 
® Verwendete Abkiirzungen: Cho = Carbobenzoxy; Bzl = Benzyl; Arg (NO,) 
= Nitroarginyl; DCCD = Dicyclohexyl-carbodiimid; DNP = 2.4-Dinitrophenyl. 
Wenn nicht anders vermerkt, sind alle Aminoséurereste von der L-Konfiguration. 

1 XVI. Mitteil.: K. Heyns u. G. Legler, diese Z. 315, 288 [1959]. 

2 J.S. Fruton u. M.S. Bergmann, J. biol. Chemistry 117, 189 [1937]. 

3G. Schramm u. H. Wissmann, Chem. Ber. 91, 1073 [1958]. 

4 J.C. Sheehan u. G. P. Hess, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 [1955]. 

5 Th. Wieland, W. Schafer u. E. Bokelmann, Liebigs Ann. Chem. 578, 
99 [1951]. 

§ M. Bodanszky, Nature [London] 175, 685 [1955]. 
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Kurt Heyns und Giinter Legler, 


2. Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-glycin-amid 





Cho-Ala-OH + H-Gly-OC,H, Sime opni Cho-Ala-Gly-OC,H, (89%) 
Pa/H_, H-Ala-Gly-OC,H, -+ Cbo-Pro-OH haibeeaaR 


Cho-Pro-Ala-Gly-OC,H, ~*-- Cho-Pro-Ala-Gly-NH, 
(86%, bez. auf Cbo-Ala-Gly-OC,H;) 

Bei den Kondensationen in Diiithylphosphit wurde an Stelle des von 
Schramm und Wissmann® verwendeten Tributylamins N-Propy]- 
pyrrolidin verwendet, das sich wegen seines niedrigeren Siedepunktes 
besser abtrennen lieB. 





3. Carbobenzoxy-alanyl-glycyl-prolin-amid 
Die Darstellung erfolgte wie die des Carbobenzoxy-glycyl-glycyl- 
prolin-amids. Die Ausbeute an Tripeptidester betrug 74% und die an 
Tripeptidamid 54% d. Th. 


4. Carbobenzoxy-alanyl-glycyl-hydroxyprolin-amid 
Bei der Synthese der Hydroxyprolinpeptide machte sich die geringe 
Léslichkeit des Hydroxyprolin-methylester-hydrochlorids in nichtwiab- 
rigen Lésungsmitteln stérend bemerkbar. Als am besten geeignet erwies 
sich schlieBlich die Umsetzung von p-Nitrophenylestern der Carboxy]- 
komponente in Pyridin unter Zusatz von 1 Mol Triithylamin (vgl. Cbo- 
L-Pro-D-Ala-Gly-L-Pro(OH)-NH,). 
Cho-Ala-OH + H-Gly-OCH, “Sapo Cho-Ala-Gly-OCH, (83%) 
px 11,5 
50% CH,OH 
Cho-Ala-Gly-0-C,H,-NO, (62%) + H-Hypro-OCH, -; 
Cho-Ala-Gly-Hypro-OCH, (40%) 


Die Synthese des Cho-Tripeptidesters iiber das Carbobenzoxy-alanyl-glycin- 
azid gelang nur mit maximal 30% Ausbeute. 


Cho-Ala-Gly-Hypro-OCH, “2*. Cho-Ala-Gly-Hypro-NH, (12%) 
Als Nebenreaktion trat Abspaltung des Carbobenzoxyrestes und 
RingschluB zum Hydantoin ein: 
H,C—CH—CO 
HN N—CH,—CO—Hypro—NH, (etwa 22%) 
Nea” 


I 
O 


Diese Reaktion ist bisher nur bei zwei Dipeptidderivaten beschrieben 
worden®, bei denen ebenfalls ein Glycinrest auf die Carbobenzoxy- 


> Cho-Ala-Gly-OH (74%) + HO-C,H,-NO, —“>+ 


N(C3Hs)s 
ropanol-(2) 





6a C. A Dekker, S. P. Taylor, jr., u. J. S. Fruton, J. biol. Chemistry 
180, 155 [1949]. 
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aminosiure folgte. Die Molekulardrehung des Hydantoinamids entspricht 
mit —198° annihernd dem Wert fiir endostiindiges Hydroxyprolin. Es 
ist also am Alanylrest vollstiindige Racemisierung eingetreten. Bei der 
Hydrolyse (24 Stdn. 5,7n HCl, 110°) wurde nur Hydroxyprolin in stéchio- 
metrischer Menge erhalten, was auf Grund der Bestindigkeit des Hydan- 
toinringes gegen Siiuren’ auch zu erwarten ist. 


5. Carbobenzoxy-prolyl-glycyl-glycyl-prolin-amid 


Cbo-Gly-Gly-Pro-OCH, 7°", H-.Gly-Gly-Pro-OCH, 
(69%, bez. auf Cho-Gly-Gly-N,H;) 
P,0; 
+ Cbo-Pro-OH ‘Disthyiphosphit” Cbho-Pro-Gly-Gly-Pro-OCH, 
N¥s_, Cho-Pro-Gly-Gly-Pro-NH, (24%) 


Ein Versuch, die Kupplung von Carbobenzoxy-prolin mit dem Tri- 
peptidester mit Dicyclohexyl-carbodiimid durchzufiihren, hatte keinen 
Erfolg. Es wurden auBer Dicyclohexylharnstoff zwei unbekannte Ver- 
bindungen isoliert, die nicht dem gesuchten Produkt entsprachen. 





6. Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-glycyl-prolin-amid 
Die Darstellung erfolgte wie unter 5. durch Kupplung von Carbo- 
benzoxy-prolin mit Alanyl-glycyl-prolin-methylester nach der P,O,/Di- 
iithylphosphit-Methode. Die Ausbeute an Tetrapeptidester betrug 48°% 
d. Th., die an Tetrapeptidamid 63%. 


7. Carbobenzoxy-prolyl-prolyl-glycyl-prolin-amid 
Cho-Pro-OH + HS8-C,H, -2109:00:#s _, Cho-Pro-8-C,H; (76%) 


+ H-Pro-OH C89, Cho-Pro-Pro-OH (54%) 
+ pccD - 
+ HO-C,H,-NO, 2? Cbo-Pro-Pro-0-C,H,-NO, 


In einer Nebenreaktion bildete sich zu etwa 30% der N-acylierte Dicyclohexyl- 
harnstoff Cho-Pro-Pro-N (C,H,,)-CO-NH-C,H,,. 


Cbo-Gly-OH ++ H-Pro-OCH, path oe Cho-Gly-Pro-OCH, 


kN Cbho-Gly-Pro-NH, (63%, bezogen auf Cbo-Gly) 
HBr _, H-Gly-Pro-NH, (95%) 


“Risessig 
Bei der Kupplung von Carbobenzoxy-glycin mit Prolin-methylester 
in Gegenwart von Dicyclohexyl-carbodiimid betrug die Ausbeute an 
Carbobenzoxy-glycyl-prolin-amid 82% d. Th. 
‘ ry. N(C2Hs)s 
Cho-Pro-Pro-0-C,H,-NO, + H-Gly-Pro-NH, 374” 
Cbho-Pro-Pro-Gly-Pro-NH, (33%) 


* Ch. Granacher u. H. Landolt, Helv. chim. Acta 10, 799 [1927], u. zwar 
S$. 8O8. 











164 Kurt Heyns und Giinter Legler, Bd. 321 (1960) 


8. Carbobenzoxy-prolyl-glutamyl-glycyl-prolin-amid 
Cbo-Glu (y OBzl)-OH + HO-C,H,-NO, P&P _, Cho-Glu (y OBzl)-O-C,H,-NO,(64° , ) 
- H-Gly-Pro-NH, ie Cho-Glu(y OBzl)-Gly-Pro-NH, (62°, ) 
L.._—-_e H-Glu-Gly-Pro-NH, (~ 100%) 


+ Cho-Pro-S-C,H; Cbo-Pro-Glu-Gly-Pro-NH, (57% 











Die Synthese war zuniichst mit dem Glutaminsiure-y-methylester 
durchgefiihrt worden, da die Zwischenprodukte besser kristallisieren. Es 
gelang jedoch nicht, den Methylrest ohne Hydrolyse von Peptidbindungen 
abzuspalten. 


9. Carbobenzoxy-prolyl-arginyl-glycyl-prolin-amid 


DCCD 


Cbo-Arg(NO,)-OH + H-Gly-OCH, »_. Cho-Arg(NO,)-Gly-OCH, (60% ) 


Die ‘cere ergab eine Ausbeute von 53°), 
Cho-Arg(NO,)-Gly-OCH, —— aot an Cho-Arg(NO,)-Gly-OH (72%) 
4+ HO-C,H,-NO, 2°”... Cho-Arg(NO,)-Gly-0-C,H,-NO, (58%) 


: N(C.H;)s P 
+ H-Pro-NH, =; aie Aa i ‘> Cbo-Arg(NO,)-Gly-Pro-NH, (55% 
N(C.Hs)s 


PaFs_, H-Arg-Gly-Pro-NH, + Cho-Pro-0-C,H,-NO, oe” 
Cho-Pro-Arg-Gly-Pro-NH, (~ 60%; roh) 





Die Synthese war zunichst iiber den Carbobenzoxy-nitroarginy]- 
prolin-methylester versucht worden. Nach Abspaltung des Carbobenzoxy- 
restes und der Nitrogruppe wurde mit Carbobenzoxy-prolin-thiophenvy1- 
ester und dann mit Ammoniak umgesetzt. Das gesuchte Produkt konnte 
jedoch nicht isoliert werden und hatte sich, wie die papierchromato- 
graphische Untersuchung des Reaktionsgemisches zeigte, nur in sehr 
geringer Menge gebildet. Die drei Hauptprodukte reagierten nicht mit 
Ninhydrin, w ‘ohl aber mit Sakaguchi-Reagenz. Uber ihre Natur kann 
nichts gesagt werden. 


10. Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-glycyl-hydroxyprolin-amid 


Cho-Ala-Gly-Hypro-OCH, "0". H-Ala-Gly-Hypro-OCH, (95°,,) 


+ Cho-Pro-8-C,H; PS", Cbo-Pro-Ala-Gly-Hypro-OCH, (71%) 


Nts, Cho-Pro-Ala- Gly-Hypro-NH, (37%) 





11. Carbobenzoxy-L-prolyl-D-alanyl-glycyl-L-hydroxy- 
prolin-amid 
Die Synthese erfolgte wie vorstehend fiir die L,L,L-Verbindung be- 
schrieben. Die Ausbeute bei der Kupplung von Carbobenzoxy-D-alany]- 
glycin-p-nitrophenylester mit Hydroxyprolin-methylester in Pyridin be- 


trug 52%, die Ausbeute an Tetrapeptidester 68%. 
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12. Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-alanyl-prolin-amid 


Cbo-Ala-OH + H-Ala-OCH, Dithgea son Cho-Ala-Ala-OCH, (75°, 


Cbo-Ala-Ala-OCH, + NH, Cbo-Ala-Ala-N,H, (78%) 
HINO: _, Cbo-Ala-Ala-N, + H-Pro-OCH, Cbo-Ala-Ala-Pro-OCH, (77%) 


-Pa/Hs_, H-Ala-Ala-Pro-OCH, + Cbo-Pro-OH 7=*h¥iphosphit 


Cbo-Pro-Ala-Ala-Pro-OCH, —\#*—-+ Cbo-Pro-Ala-Ala-Pro-NH, (25%) 


In Tab. 1 sind spezifische und molekulare Drehungen der hier 
synthetisierten Peptidderivate aufgefiihrt. Nach Brand und Erlanger® 
soll sich die molekulare Drehung eines Peptids additiv aus den Anteilen 
der einzelnen Aminosiurereste zusammensetzen, wobei die Beitrige fiir 
N- und C-terminale und fiir endostindige Reste verschieden sind. Eine 
Betrachtung der hier gefundenen Werte zeigt, daB bei den Tripeptid- 
derivaten die Regel gut erfiillt ist. Der mit dem Literaturwert von —127° 
fiir endostiindiges Alanin® berechnete Mittelwert fiir Prolin von —222 + 8° 
stimmt sehr gut mit dem Wert von 225° iiberein, der fiir das Polyprolin IT 
nach Abzug der durch die Schraubenkonfiguration bedingten Drehung 
erhalten wurde!®. Die Konfigurationsdrehung war nach der Theorie von 
Fitts und Kirkwood!" berechnet worden. Aus der Drehung von Co- 
polymerisaten von Prolin und Glycin hatte man einen Wert von etwas 
iiber —250° berechnet?. 


Tab. 1. Spezifische und molekulare Drehung der Peptidderivate. 























[x #2 [M]p [M] ber. fir 

Cho-Gly-Gly-Pro-NH,........ — 60 — 217 —217 Pro® 
Cbho-Pro-Ala-Gly-NH, ........ — 95 | — 357 — 230 Pro 
Cho-Ala-Gly-Pro-NH, ........ — 92 — 346 —219 Pro 
Cho-Ala-Gly-Hypro-NH, ...... — 89 — 349 — 222 Hypro 
Cho-Pro-Gly-Gly-Pro-NH, ...... — 86 | — 396 —198 Pro 
Cbo-Pro-Ala-Gly-Pro-NH, ...... — 142 | — 672 — 272 Pro 
Cho-Pro-Ala-Ala-Pro-NH, ...... — 164 — 798 — 272 Pro 
Cho-Pro-Pro-Gly-Pro-NH, ..... . —174 | —86l — 287 Pro 
Cbho-Pro-Glu-Gly-Pro-NH, . .... . —116 | — 616 — 72 Glub 
Cbho-Pro-Arg-Gly-Pro-NH, ...... — 103 — 612 — 68 Argb 
Cbho-Pro-Ala-Gly-Hypro-NH,. ... . — 149 — 729 — 301 Proc 
Cho-Pro-Ala-Gly-Hypro-OCH, ... . — 147 — 739 — 306 Pro 
Cho-L-Pro-p-Ala-Gly-Lt-Hypro-NH, . . — 38 | — 186 —156 Pro 

a Die molekulare Drehung des Prolins bzw. Hydroxyprolins wurde mit der molekularen 
Drehung von —127° fiir endostaindiges Alanin® berechnet. 


b Fiir die Berechnung wurde eine molekulare Drehung von — 272° fiir die Prolinreste zugrunde 
gelegt. 
. c Mittelwert fiir Prolin und Hydroxyprolin. 

8 E. Brand u. B. F. Erlanger, J. Amer. chem. Soc. 72, 3314 [1950]. 

® E. Schnabel, Liebigs Ann. Chem. 622, 181 [1959]. 

10 W.F. Harrington u. M. Sela, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
27, 24 [1958]. 

1 Dp. D. Fitts u. J. G. Kirkwood, Proc. nat. Acad. Sci. USA 42, 33 [1956]. 

2 J. Kurtz, A. Berger u. E. Katchalski, Recent. Advances Gelatin and 
Glue Res., S. 131, Pergamon Press, London 1957, zit. nach 1. c.1°. 
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Bei den Tetrapeptidderivaten fallt auf, dab, abgesehen vom Carbo- 
benzoxy-prolyl-glycyl-glycyl-prolin-amid die molekulare Drehung des 
Prolins betrichtlich héher liegt. Es liegt die Vermutung nahe, daB diese 
Erhéhung der negativen Drehung dadurch verursacht wird, daf die 
Peptide in Lésung keine rein statistische Konfiguration einnehmen, 
sondern daB mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit die Schrauben- 
konfiguration bevorzug ist. Dabei mu es sich, wie aus der Drehungs. 
iinderung hervorgeht, um eine Linksschraube handeln, wie sie fiir das 
Polyprolin IT?* und das Kollagen vorgeschlagen wurde. Bei der sonst in 
Proteinen vorkommenden Rechtsschraube ist der Drehungsbeitrag der 
Schraubenanordnung positiv'1>, Als MindestgréBe, von der an die «- 
Schraube in waBriger Lésung stabil ist, waren von Schellmann!® auf 
Grund eines Energievergleichs von intramolekularen Wasserstoffbriicken 
und Solvatation etwa 15 Aminosiurereste angenommen worden. Fiir die 
Linksschraube vom Typ des Polyprolins II, deren Stabilitaét nicht durch 
intramolekulare Wasserstoffbindungen bedingt ist, liegen noch keine 
Berechnungen vor. Da nach Harrington und Sela? die Schrauben- 
anordnung durch eine Transkonfiguration der Amidgruppe am Prolin 
fixiert ist und durch cis-trans-Isomerisierung in konzentrierter Lithium- 
bromid- Lésung aufgehoben werden kann, wurde von einigen Peptiden 
die Drehung in 12m Lithiumbromid-Lésung gemessen. Die Ergebnisse 
sind in Tab. 2 wiedergegeben. Es wird tatsichlich eine betrachtliche Ver- 
minderung der Drehung beobachtet, die jedoch auch bei den Tripeptiden 
eintritt. Dies kann nicht auf die Verinderung des Brechungsindex des 
Lésungsmittels zuriickzufiihren sein, denn der Betrag ist viel zu grob; 
auBerdem miiBte eine Erhéhung und nicht eine Erniedrigung die Folge 
sein. Ein Versuch mit Hydroxyprolin, das in Wasser eine spezifische 
Drehung von —75,3° hatte (Literaturwert!? —75,2°), ergab auch hier 


Tab. 2. Spezifische und molekulare Drehung von Peptidderivaten in 
12m Lithiumbromid-Lésung. 











| (I | Mp | BMpro* 
Cho-Gly-Gly-Pro-NH, ........... — 32,5 | —118 — 118 
Cho-Pro-Ala-Gly-NH,........... — 68 — 256 — 167 
Cbo-Pro-Ala-Gly-Pro-NH, ct tae eee — 80 — 379 | — 145 
Cbo-Pro-Pro-Gly-Pro-NH, ......... — 84 — 420 — 140 
Cho-Pro-Ala-Gly-Hypro-NH,........ — 73 — 375 — 134 
Cbo-L-Pro-p-Ala-Gly-L-Hypro-NH, .... . — 42 — 205 — 147 


* berechnet mit —89° fiir die molekulare Drehung des Alanylrestes. 


13 P. M. Cowan u. S. Mc Gavin, Nature [London] 176, 501 ar 

14 A. Richu. F. H.C. Crick, Nature [London] 176, 915 [1955]; P. M. Cowan, 
8S. Me Gavin u. A. C. T. North, ebenda 176, 1062 [1955]. 

15 A. Elliott, W. E. Hanby u. B. R. Malcolm, Nature [London] 178, 1170 
[1956]. 

16 J. A. Schellmann, C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 29, 230 [1955]. 

17 M.S. Dunn u. M. P. Stoddard in C. B. Hodgman, Handbook Chemistry 
Physiks, Cleveland (Ohio) 1949. 
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eine starke Erniedrigung der Drehung (Tab. 3). Ihre relative GréBe von 
30,4% beim Anion ist nur wenig kleiner als die, welche Harrington!® 
bei verschiedenen Gelatinen beim Ubergang von verd. Salzlésungen oder 
Wasser zu 12m Lithiumbromid-Lésung festgestellt hatte und auf eine 
cis-trans-Isomerisierung an den Prolinbindungen zuriickfiihrte. 


Tab. 3. Spezifische Drehung von Hydroxyprolin in 12m Lithiumbromid-Lisung in 
Gegenwart von 0,5m HBr bzw. 0,5m LiOH. 





in LiBr in Wasser! 





Kation (saure Lésung). .........-2.. — 45,3 — 47,3 
Anion (alkal. Léesung).........2.2.4.-. — 49,2 — 70,6 








Eine Herabsetzung der Drehung um einen ihnlichen Betrag hatten 
auch Harrington undSela/®beim Prolin in neutraler Lésung beobachtet. 
Die Ursache fiir diesen Effekt sahen sie in einer Herabsetzung der 
Ionisation des Zwitterions infolge der starken Erniedrigung der Aktivitit 
des Wassers in hochkonzentrierten Lithiumbromid-Lésungen. Wahr- 
scheinlicher ist, daB eine Verinderung der Solvatation die Ursache ist. 
Nimmt man an, da die Polarisierbarkeit des Carboxylat-Ions wegen der 
ihnlichen Mesomerieverhiiltnisse mit der der Amidgruppe vergleichbar 
ist, so ist es vielleicht auch berechtigt, die beim Hydroxyprolin-Anion 
beobachtete Drehungsinderung auf Peptide und die Gelatine zu iiber- 
tragen. Nimmt man dementsprechend fiir die molekulare Drehung des 
Alanylrestes —89° an, so erhilt man die in Tab. 2 aufgefiihrten Werte 
fiir den Drehungsanteil des Prolins. Der vorher stark herausfallende Wert 
fiir das D-Alanin-Derivat ordnet sich jetzt gut ein, ein Zeichen, daB in 
wiBriger Lésung auch das D-Alanin-Derivat keinerlei statistische Form 
aufweist. Der Mittelwert fiir die molekulare Drehung des Prolins und 
Hydroxyprolins von —147° ist um 33,8% niedriger als der an den Tri- 
peptidderivaten ermittelte Wert fiir wiBrige Lésungen. Im Hinblick auf 
die unterschiedliche Solvatation von Carboxylat- und Amidgruppe, auf 
deren Anderung die Wirkung des Lithiumbromids wohl hauptsiichlich 
beruht, ist die Ubereinstimmung mit dem Hydroxyprolin-Anion als gut 
zu bezeichnen. Auch der von Harrington beobachtete Effekt bei den 
Gelatinen diirfte zum groBen Teil auf eine derartige Solvatationsinderung 
zuriickzufiihren sein. Dagegen kénnen die starken Anderungen, wie sie 
bei den Tetrapeptidderivaten und in wesentlich gréBerem Umfang beim 
Polyprolin IT!° auftreten, auf einer cis-trans-I[somerisierung beruhen. 


Beschreibung der Versuche 


Wenn nicht anders erwaéhnt, wurden fiir die Peptide die t-Aminosauren in 
handelsiiblicher Reinheit verwendet. Die Reinheitskontrolle der Endprodukte er- 
folgte durch Papierchromatographie, Bestimmung des Stickstoffgehaltes, quanti- 


18 W. F. Harrington, Nature [London] 181, 997 [1958]. 
19 QO. Lutz u. B. Jirgensons, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 1221 [1931]. 
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tative Bestimmung der Aminosdiurezusammensetzung nach Totalhydrolyse und 
Bestimmung der UV-Absorption bei 257 my, dem langwelligsten Absorptions- 
maximum der Carbobenzoxygruppe. 

Die papierchromatographische Untersuchung erfolgte absteigend auf Papier 
602 h:p von Schleicher & Schill. Verwendet wurden die Lésungsmittelsysteme 
n-Butanol/Eisessig/Wasser 9:1:2 (B/E) und Pyridin/i-Amylalkohol/Wasser 7:7:6 
(P/A). Die Anfarbung erfolgte mit Chlor und o-Tolidin und Kaliumjodid?®, wobei 
sich peptidartige Verunreinigungen noch in Mengen von etwa 1% nachweisen 
lieBen. 

Die quantitative Bestimmung der Aminosiuren erfolgte durch Uberfiihrung 
in die DNP-Derivate und Trennung an gepufferten Kieselgursiulen*!. Der mittlere 
Fehler der Methode betragt etwa 3%. 

Die Messung der UV-Absorption erfolgte im Zeiss-Opton Spektralphotometer 
M4Q und lieferte fiir die molaren Extinktionskoeffizienten e-Werte, die zwischen 
173 und 1851- Mol-! - cm lagen. Der Unterschied gegeniiber dem von Leube, 
Restle und Wiedémann” angegebenen Wert von 213 +- 7,5 ist wahrscheinlich 
auf Unterschiede in den optischen Systemen der verwendeten MeBgerate zuriick- 
zufiihren. Eine Vergleichsmessung mit dem Spektralphotometer DK 1 von Beck- 
man ergab fir das Carbobenzoxy-glycin ¢,;, = 212. Der mit dem Zeiss-Gerit 
gefundene Wert betrug 178. Entsprechende Unterschiede wurden auch bei den 
DNP-Aminosauren gefunden (é3., = 15500 bis 15800 beim Zeiss-Gerat und 
£369 = 17400 bis 17900 beim Beckman-Gerat. 

Die angegebenen Schmelzpunkte wurden, wenn nicht anders vermerkt, im 
Schwefelsiurebad bestimmt und sind korrigiert. 


1. Garbobenzoxy-glycyl-glycyl-prolin-amid 


a) Prolin-methylester: Das Ester-hydrochlorid wurde nach Brenner und 
Huber’ durch Umsetzung von Methanol und Prolin in Gegenwart von Thiony]l- 
chlorid dargestellt. Der beim Einengen hinterbleibende Sirup kristallisierte meist 
nach einigen-Tagen iiber KOH. — Eine ather. Lésung des Esters wurde hergestellt, 
indem eine Lésung des Ester-hydrochlorids in wenig Chloroform mit der berechneten 
Menge Triathylamin versetzt und das Triithylamin-hydrochlorid mit dem 6- bis 
8fachen Vol. Ather gefallt wurde. 

b) Car bobenzoxy-glycyl-glycyl-prolin-amid: Eine Lésung von 2,44 g 
(8,7 mMol) Carbobenzoxy-glycyl-glycin-hydrazid*™ in einer Mischung aus 
35 ml Wasser und 20 mi Eisessig wurde im Hisbad mit 0,63 g Natriumnitrit ver- 
setzt. Das Dipeptid-azid fiel als feinkérniger Niederschlag aus, der nach Absaugen 
und Waschen mit Eiswasser in etwa 200 m/l Essigester gelést wurde. Diese Lésung 
wurde nach Schiitteln mit gesitt. NaHCO,-Lésung und kurzem Trocknen mit 
Magnesiumsulfat zu einer Lésung von 9 mMol Prolin-methylester in 120 ml 
Ather gegeben. Bei allen Operationen wurde dafiir gesorgt, daB die Temperatur 
nicht iiber 5° stieg. Die Mischung blieb 16 Stdn. bei 5° stehen, wurde mit NaHCO,- 
Lésung und Wasser gewaschen und im Vak. zur Trockne eingeengt. Es hinterblieben 
1,75 g (538% d. Th.) sirupéser Tripeptidester. Dieser wurde in 30 ml Methanol gelést, 
die Lésung bei —5° mit NH, gesattigt und zwei Tage bei Raumtemperatur im 
Bombenrohr stehen gelassen. Beim Einengen fiel ein feinkristalliner Niederschlag 
aus (Schmp. 185—187°), der aus Athanol umkristallisiert wurde. Ausb. 0,75 g 
(24° d. Th.); Schmp. 186—187°. 


20 F. Reindel u. W. Hoppe, Chem. Ber. 87, 1103 [1954]; P. W. G. Smith, 
J. chem. Soc. [London] 1957, 3985. 

21 K. Heyns u. G. Legler, diese Z. 306, 165 [1957]; G. Braunitzer u. 
K. H. Reuther, Makromolekulare Chem. 18/19, 501 [1950]. 

22 T. Leube, H. Restle u. M. Wiedemann, Z. Naturforsch. 9b, 186 [1954]. 

23 -M. Brenner u. W. Huber, Helv. chim. Acta 36, 1109 [1953], u. zwar 8.1114. 

*4 H. Rinke, Dissertation, Leipzig 1934. 
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[x ]9$: —60° (c = 1, Wasser); Ry 0,53 in B/E und 0,64 in P/A. 
C,7,H,.N,0, (362,4) Ber. N 15,47 Gef. N 15,74 


Aminosaurenanalyse: Glycin _Prolin 


Ber. 5,52 2,76 mMol/g 
Gef. 5,39 2,69 mMol/g 


UV-Absorption: €5,, = 1721+ Mol. cm. 


2. Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-glycin-amid 


a) Carbobenzoxy-alanyl-glycin-athylester: In einem 30-ml-Rund- 
kolben mit Schliffstopfen und Magnetriihrer wurden 1,2 g P,O, in 8 ml Diathyl- 
phosphit bei 100° unter Riihren gelést. Dann wurden. nacheinander 6,7 ml N- 
Propyl-pyrrolidin, 1,15 g Glycin-athylester-hydrochlorid und 1,7 g Carbo- 
benzoxy- alanin®® zugegeben. Nach 2 Stdn. bei 95—105° wurden im Vak. 4—5 ml 
Losungsmittel abdestilliert und die abgekiihlte Lésung in 40 ml eisgekiihlter ge- 
sitt. NaHCO,-Lésung gegossen. Der Dipeptidester fiel zunachst dlig aus, kristalli- 
sierte jedoch schnell. Nach 4Stdn. bei 5° wurde abgesaugt und mit Eiswasser 
gewaschen. Ausb. 1,63 g (69% d.Th.); Schmp. 96—97°. — Bei einem zweiten 
Ansatz mit 1,35 g Carbobenzoxy- alanin und entsprechenden Mengen der anderen 
Komponenten wurde nach dem Abdestillieren des Lésungsmittels auf — 10° gekiihlt 
und unter Zusatz einiger Impfkristalle langsam mit 35 ml gesaitt. NaHCO,-Lésung 
versetzt. Der Kristallbrei wurde nach 1 Stde. bei 0° abgesaugt. Ausb. 1,65 g 
(89%, d. Th.); Schmp. 95—97°. Eine Probe wurde aus waBr. Athanol umkristallisiert 
und schmolz dann bei 96,5—97,5°. (Lit.26; Schmp. 100°). 

b) Alanyl-glycin-aithylester-hydrochlorid: 2,2g Carbobenzoxy- 
alanyl-glycin-athylester (vgl. 2a), gelést in 200 ml 50proz. Methanol, wurden 
in einem mit Glaselektrode, Gaseinleitungsriihrer und einer Reagenzzulaufkapillare 
versehenen Dreihalskolben in Gegenwart von 0,5 g Palladiumschwarz?’ hydriert. 
Die Zulaufkapillare stand mit einer durch einen py-Stat (Radiometer, Kopenhagen) 
gesteuerten Kolbenbiirette in Verbindung, die mit 1n HCl gefiillt war. Der py-Wert 
wurde durch laufende HCl-Zugabe auf 3,5 gehalten. Nach 40 Min. waren 3,8 mMol 
(97% d. Th.) aufgenommen und die Reaktion kam zum Stillstand. Die vom Palla- 
dium abfiltrierte Losung wurde mit In NaOH auf py5,5 gebracht, im Vak. zur 
Trockne eingedampft und zur Entwasserung zweimal mit absol. Athanol abge- 
dampft. Der glasige Riickstand wurde in 10 ml Athanol gelést und bis zur Triibung 
mit Ather versetzt. Da beim Abkihlen auf —15° nur eine schmierige Fallung auf- 
trat, die auch nach mehreren Tagen nicht kristallisierte, wurde im Vak. zur Trockne 
eingeengt und der glasige Riickstand fiir die nachste Stufe in 5 ml Diathylphosphit 
gelost. 

c) Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-glycin-amid: 1g Carbobenzoxy- 
prolin (sirupés), gelést in 5 ml Diathylphosphit, wurden mit dem Peptidester- 
hydrochlorid (vgl. 2b) in Gegenwart von P,O; kondensiert, wie unter 2a an- 
gegeben. Beim EingieBen der abgekiihlten Reaktionsmischung in gesitt. NaHCO,- 
Lésung trat nur eine geringe Menge eines éligen Niederschlages auf. Die Lésung 
wurde 3mal mit 15 mi Essigester ausgeschiittelt, die Extrakte im Vak. zur Trockne 
eingeengt und 2mal mit Methanol abgedampft. Der sirupése Riickstand wurde in 
30 ml Methanol gelést und, wie unter 1b angegeben, durch Behandlung mit NH, 
in das Amid iibergefiihrt. Der nach dem Einengen der methanol. Lésung hinter- 
bleibende Riickstand wurde mit wenig Wasser verrieben, wobei Kristallisation 
eintrat. Die Mutterlauge dieser Kristalle enthielt auBer der krist. Verbindung noch 
eine Jangsamer wandernde Substanz (Rr 0,41 in B/E und 0,63 in P/A), bei der es 


°> M. Bergmann u. L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 [1932]. 

26 M. Bergmann, L. Zervas,J.8. Fruton, F. Schneideru. H. Schleich, 
J. biol. Chemistry 109, 325 [1935]. 

°? J. Tausz u. N. v. Putnoky, Ber. dtsch. chem. Ges. 52, 1573 [1919]. 
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sich wahrscheinlich um Alanyl-glycin-amid aus nicht umgesetztem Dipeptidester 
oder um diesen selbst handelt. Aus der NaHCO,-Lésung konnten nach Ansauern 
und Extraktion mit Essigester 20% des eingesetzten Carbobenzoxy-prolins zuriick- 
gewonnen werden. Ausb. 0,53 g (36% d. Th.); Schmp. 185—187°. Rekristallisation 
aus Wasser ergab 0,45 g vom Schmp. 191—192°. 


[x]??: —95° (c = 1,2, Wasser); Ry 0,78 in B/E und 0,75 in P/A. 
C,sH,,N,O; (376,4) Ber. N 14,90 Gef. N 15,31 


Aminosaurenanalyse: | Glycin Alanin  Prolin 
Ber. 2,66 2,66 2,66 mMol/g 
Gef. 2,61 2,73 2,67 mMol/g 


UV-Absorption: €)5, = 1771+ Mol“. cm7}. 


3. Carbobenzoxy-alanyl-glycyl-prolin-amid 


a) Carbobenzoxy-alanyl-glycin-hydrazid: 2g Carbobenzoxy- 
alanyl-glycin-athylester (vgl. 2a), gelést in 15 ml Methanol, wurden mit 0,5 g 
Hydrazin zwei Tage bei Raumtemperatur stehengelassen. Es hatte sich ein dicker 
Kristallbrei gebildet, der nach Verreiben mit dem gleichen Vol. Ather abgesaugt 
und mit Methanol/Ather 1:1 gewaschen wurde. Ausb. 1,73g (91% d. Th.); 
Schmp. 155—156° (Lit.2®: Schmp. 157°). 

b) Carbobenzoxy-alanyl-glycyl-prolin-amid: 1,66g Hydrazid 
(vgl. 3a), gelést in einer Mischung aus 30 m/ Wasser und 8 mi Eisessig, wurden im 
Eisbad mit 0,40 g Natriumnitrit versetzt. Das dlig ausgefallene Azid wurde mit 
30—40 ml Essigester extrahiert und die organische Phase mit gesitt. NaHCO,- 
Lésung gewaschen, bis die Waschliésung neutral blieb. Durch Kiihlung in Eis/ 
Kochsalz wurde dafiir gesorgt, daB die Temperatur nicht iiber 5° stieg. Die mit 
Magnesiumsulfat getrocknete Azidlésung wurde zu einer ather. Lésung von Prolin- 
methylester (vgl. 1a) gegeben, die auf 5° vorgekiihlt war. Die Mischung triibte 
sich nach ¥% Stde., spaiter schieden sich dlige Tropfen ab. Nach 16 Stdn. bei 5° 
wurde im Vak. eingeengt, der Riickstand in Essigester gelést und mit verd. HCl, 
NaHCoO,-Lésung und Wasser gewaschen. Nach Entfernung des Lésungsmittels im 
Vak. hinterblieben 1,77 g (74% d. Th.) glasiger Tripeptidester. Dieser wurde in 
60 ml Methanol gelést und 18 ml, wie unter 1b beschrieben, in das Amid iiber- 
gefiihrt. Der Rest wurde fir ein anderes Praparat (6a) verwendet. Nach der Um- 
setzung mit NH, wurde auf etwa 8 mi eingeengt und iiber Nacht auf —15° ab- 
gekihlt. Der kristalline Niederschlag wurde abgesaugt, die Mutterlauge eingeengt 
und mit Wasser verrieben. Ausb. 0,24 g (54% d. Th.) ; Schmp. 211—212°. — Eine 
Probe wurde aus Wasser umkristallisiert, wobei keine Anderung des Schmelzpunktes 
eintrat. 


[x }7?: —92° (c = 1,20, Methanol); Ry 0,78 in B/E und P/A. 
CigH,,N,0,; (376,4) Ber. N 14,90 Gef. N 14,74 
Aminosaurenanalyse : Glycin Alanin Prolin 


Ber. 2,66 2,66 2,66 mMol/g 
Gef. 2,73 2,67 2,56 mMol/g 


UV-Absorption: &;, = 181 7- Mol-- cm—. 


4. Carbobenzoxy-alanyl-glycyl-hydroxyprolin-amid 


a) Hydroxyprolin-methylester-hydrochlorid: Die Darstellung er- 
folgte mit Methanol und Salzsiure oder mit Methanol und Thionychlorid wie 
unter la angegeben. Ausb. fast quantitativ; Schmp. 164—165° (Lit.28: Schmp. 
162—164°). 


28 E. L. Smith u. M. Bergmann, J. biol. Chemistry 153, 627 [1944]. 











er- 
vie 





Bd. 321 (1960) Proteine und deren Abbauprodukte, XVII La 


b) Carbobenzoxy-alanyl-glycin: 3,5 g (16,1 mMol) Carbobenzoxy- 
alanyl-glycin-methylester (dargestellt wie unter 2a beschrieben, Ausb. 82°%,, 
Schmp. 95—96°), gelést in 30 ml 60proz. Methanol, wurden bei py 11,5 und Raum- 
temperatur verseift. Durch kontinuierliche Zugabe von 2n NaOH mit Hilfe des 
pu-Stat wurde das pq auf dem genannten Wert gehalten. Die Reaktion wurde 
nach 3 Stdn., in denen etwa 5 mi (80% d. Th.) Natronlauge zugegeben waren, 
abgebrochen, da die Geschwindigkeit sehr gering wurde und bei einer zu langen 
Alkalibehandlung evtl. auch Peptidbindungen gespalten werden. Die Lésung wurde 
im Vak. eingeengt, mit Wasser verdiinnt und zur Entfernung des nicht hydroly- 
sierten Esters zweimal mit Essigester ausgeschiittelt. Nach dem Ansauern mit verd. 
Salzsiure wurde das Carbobenzoxydipeptid mit Essigester extrahiert. Die Lésung 
wurde nach dem Trocknen mit Magnesiumsulfat auf 5 mi eingeengt und iiber Nacht 
bei —20° stehengelassen. Ausb. 2,4 g (74% d. Th. bzw. 93%, bezogen auf den 
Laugeverbrauch); Schmp. 121—123°. — Umkristallisation aus 10 m/ Essigester 
unter Zusatz von Ather ergab 2,0g, Schmp. 125° (Lit.2®: Schmp. 132—133°) 
Aquivalentgewicht: Ber. 280,3 Gef. 278. 

c) Carbobenzoxy-alanyl-glycin-p-nitrophenylester: 1,82g Di- 
peptid (vgl. 4b) und 0,90 g p-Nitrophenol wurden in 25 m/l Tetrahydrofuran 
gelést und mit 1,50 g Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt. Nach etwa 10 Min. begann 
die Abscheidung von Dicyclohexylharnstoff. Dieser wurde am nachsten Tag ab- 
gesaugt und die Lésung auf 10 ml eingeengt, wobei Kristallisation eintrat. Nach 
2 Stdn. bei —20° wurden 20 mi Ather zugesetzt, die Kristalle abgesaugt und mit 
Ather gewaschen. Ausb. 0,96 g (37% d. Th.); Schmp. 174—176°. — Die Mutter- 
lauge ergab nach Einengen und Zusatz von Essigester/Ather 1:2 weitere 0,66 g 
vom Schmp. 167—169°, wodurch sich die Ausbeute auf 62° d. Th. erhdhte. 

Eine Probe wurde ‘durch Lésen in 0,1n NaOH verseift ‘und die Menge des frei- 
gesetzten p-Nitrophenols durch Messung der Extinktion bei 395 mu bestimmt. 
Der auf diese Weise ermittelte Gehalt an p-Nitrophenylester betrug 96%. Das 
Praparat wurde ohne weitere Reinigung weiter verwendet. 

d) Carbobenzoxy-alanyl-glycyl-hydroxyprolin-methylester. 

«) 1,22 g Carbobenzoxy-alanyl-glycin-hydrazid (vgl. 3a) wurden, wie 
unter 3b beschrieben, in das Azid iibergefiihrt und die Lésung des Azids in Essigester 
zu einer Lésung von 0,73g Hydroxyprolin-methylester-hydrochlorid 
(vgl. 4a) und 0,56 ml Triéithylamin in 20 m/ Chloroform und 15 m/ Dimethyl- 
formamid gegeben, wobei jedoch ein geringer Teil des Hydrochlorids ungelist blieb. 
Die Mischung blieb iiber Nacht bei 5° und dann 3 Stdn. bei 20° unter Riihren stehen. 
Das Lésungsmittel wurde im Vak. entfernt, der Riickstand in 50 ml Essigester 
aufgenommen und mit 0,5” H,SO,, gesitt. NaHCO,-Lésung und Wasser gewaschen. 
Nach Einengen auf etwa 5 ml und Zusatz von Ather bis zur Triibung wurde gen 
Nacht auf —20° abgekiihlt. Ausb. 0,50 g (31% d.Th.); Schmp. 148—150°. 
Umkristallisation aus wenig Essigester ergab 0,41 g vom Schmp. 150—151°. 

Bei einem weiteren Ansatz wurde der Hydroxyprolin-methylester aus dem 
Hydrochlorid durch Natriummethylat in Methanol freigesetzt. Durch Abdestillieren 
mit Chloroform wurde der Methylalkohol entfernt und die Chloroformliésung des 
Esters wie oben mit dem Dipeptid-azid umgesetzt. Die Ausbeute betrug jedoch 
nur 13%. 

B) 0,96 g Carbobenzoxy-alanyl-glycin-p-nitrophenylester (vgl. 4c) 
wurden mit 0,44 g Hydroxyprolin-methylester-hydrochlorid und 0,33 ml 
Triéthylamin in 20 ml Tetrahydrofuran/Methanol 2:1 3 Stdn. auf 65° erwarmt. 
Am nachsten Tage wurde im Vak. zur Trockne eingedampft, der Riickstand in 
30 ml Essigester aufgenommen und mit 15 ml Wasser und 10 mi gesatt. NaHCO,- 
Lésung ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen mit Magnesiumsulfat wurde Ather bis 
zur Triibung zugesetzt, angeimpft und iiber Nacht bei —20° stehengelassen. 
Ausb. 0,275 g (28% d. Th.); Schmp. 149—151°. 


29 W. H. Stein, S. Moore u. M. Bergmann, J. biol. Chemistry 154, 191 
[1944]. 


12 











Kurt Heyns und Giinter Legler, Bd. 321 (1960) 





Aus der Mutterlauge wurden nach Zusatz von Ather und Petrolather noch 
0,23 g (30% d.Th.) Carbobenzoxy-alanyl-glycyl-methylester erhalten. Schmp. 
93—95°. Misch-Schmp. mit authent. Material 93—94°. 

Ein Ansatz mit gleichen Mengen Ausgangsmaterial, bei dem das Hydroxy. 
prolin-methylester-hydrochlorid pulverisiert und mit der aquivalenten Menge Tri- 
athylamin in 2 ml Propanol-(2) verrieben wurde, ergab nach Umsetzung mit dem 
p-Nitrophenylester und einem weiteren Aquivalent Triathylamin in 5 ml Tetra- 
hydrofuran nach 7stdg. Riihren bei Raumtemperatur 40% d. Th. an Tripeptid- 
ester. 

e) Carbobenzoxy-alanyl-glycyl-hydroxyprolin-amid : 0,64 g Carbo. 
benzoxy-alanyl-glycyl-hydroxyprolin-methylester, gelést in 30m 
Methanol, wurden nach Sattigung mit NH, bei —5° zwei Tage bei 26—28° im 
Bombenrohr stehen gelassen. Die Lésung wurde auf etwa 5 ml eingeengt und mit 
Essigester bis zur Triibung versetzt. Nach 16 Stdn. bei —20° wurden 0,42 g vom 
Schmp. 165—180° erhalten. Die papierchromatographische Untersuchung zeigte 
die Anwesenheit voh mindestens drei Substanzen: Ry 0,63 (B/E) und 0,61 (P/A), 
mittelstark; Ry 0,26 (B/E und P/A), stark; Ry 0,16 (B/E) und 0,10 (P/A), schwach. 

Trennung und Reinigung der beiden Hauptprodukte erfolgte durch Lésen in 
20 ml Wasser und zweimalige Extraktion mit je 10 m/ Butanol. Die Butanolphase 
wurde eingeengt und mit Essigester versetzt. Die beim Abkihlen ausfallenden 
Kristalle wurden aus Butanol/Essigester umkristallisiert. Ausb. 0,075 g (12% d. Th.); 
Schmp. 217—218°). 

[x ],: —89° (c = 1, 20% Methanol); Rr 0,63 in B/E und 0,61 in P/A. 


Cho-Ala-Gly-Hypro-NH, C,,H,,N,0, (392.4) Ber. N 14,29 Gef. N 14,02 


Aminosaurenanalyse : Glycin Alanin Hydroxyprolin 
Ber. 2,45 2,45 2,45 mMol/g 
Gef. 2,38 2,41 2,30 mMol/g 


UV-Absorption: €5,, = 1721- Mol-?- cm}. 

Die waBr. Phase der Butanolextraktion wurde mit viel Butanol versetzt und 
das Wasser im Vak. abdestilliert. Beim Einengen schied sich eine schmierige Fallung 
ab, die in 15 ml heiBem Butanol gelést wurde. Beim Abkiihlen fiel ein feinkérniger 
Niederschlag aus. Ausb. 0,1 g (~22% d. Th.); Schmp. 161—165°, wird dann wieder 
fest und schmilzt unter Gasentwicklung bei 180—200°. 

Da die Substanz noch nicht rein war — sie zeigt bei der Chromatographie in 
B/E einen Hauptfleck mit Ry 0,25 und einen schwachen (etwa 10%) mit Ry 0,15 —, 
wurde aus n-Propanol/Athanol 3:1 umkristallisiert. Schmp. 202—203°, dann 
Bildung neuer Kristalle, Schmp. 208—209° (Schmelzpunktmikroskop nach Kofler). 


[x]??: —67° (c = 0,5, Wasser); Ry 0,25 in B/E und 0,16 in P/A, reagiert nicht mit 
Ninhydrin. 
[5-Methyl-hydantoinyl-(3) ]-acetyl-hydroxyprolin-amid 


C,,H,.N,0, -14H,O (293,3) Ber. C 45,21 H5,83 N 19,12 
Gef. C 45,00 H5,79 N 18,75 


Aminosaurenanalyse: Glycin Alanin Hydroxyprolin 
Ber. 3,42 3,42 3,42 mMol/g 
Gef. 0,45 0,49 3,15 mMol/g 


(Hydrolysebedingungen: 5,7n HCl, 24 Stdn., 110°). 
5. Carbobenzoxy-prolyl-glycyl-glycyl-prolin-amid 


a) Glycyl-glycyl-prolin-methylester-hydrochlorid: Der aus 
8,4 mMol Carbobenzoxy-glycyl-glycin-hydrazid hergestellte Carbobenz- 
oxy-glycyl-glycyl-prolin-methylester (Darst. s. unter 1b) wurde in 90proz. 
Methanol gelést und mit Palladium unter Zugabe von Salzsiure hydriert, wie unter 
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2b angegeben. Der HCl Verbrauch betrug 5,75 mMol = 69% d. Th. Die Lésung 
wurde zur Trockne eingedampft, wobei Kristallisation eintrat. Schmp. 187—188° 
(Zers.). 

b) Carbobenzoxy-prolyl-glycyl-glycyl-prolin-amid: 0,85g (2,05 
mMol) Tripeptidester-hydrochlorid (s. 5a), gelést in 5 ml Diathyl- 
phosphit, wurden zu einer auf 100° erhitzten Lésung von 0,3 g P,O, und 1,7 m/ 
\-Propyl-pyrrolidin in 6 ml Diathylphosphit gegeben. Dann wurden 2,1 mMol 
Carbobenzoxy-prolin (vgl. 2c) in 5 ml Diathylphosphit zugefiigt und 3 Stdn. 
auf 100° erhitzt. Die Lésung wurde im Vak. auf die Halfte eingeengt und nach dem 
Abkihlen in 20 ml eisgekiihlte gesétt. NaHCO,-Lisung gegossen. Nach 3 Stdn. bei 
5° wurde mit Essigester mehrfach ausgeschiittelt und die vereinigten Extrakte nach 
dem Einengen zur Trockne wie vorher mit NH, in Methanol umgesetzt (gesitt. bei 
—5°, 3 Tage bei 25—27° im Bombenrohr). Nach Eindampfen zur Trockene wurde 
das Reaktionsprodukt zwischen Wasser und Butanol verteilt und die Butanolphase 
nach Einengen auf 3 ml bis zur Triibung mit Aceton versetzt. Beim Abkiihlen schied 
sich ein gallertartiger Niederschlag ab, der beim Erwarmen wieder in Liésung ging. 
Auch beim langsamen Abkihlen trat nur Abscheidung einer Gallerte ein. Ausb. 0,34 g 
(24% d. Th.); Schmp. 120—130°. 

Die papierchromatographische Untersuchung zeigte die Anwesenheit zweier 
langsam laufender Verbindungen (etwa 3—5%,), die durch Lésen in 30 mi Butanol 
und zweimaliges Ausschiitteln mit 5 m/l Wasser abgetrennt wurden. Schmelzpunkt 
und mangelndes Kristallisationsvermégen blieben wie vorher. Ry 0,80 in B/E und 
0,66 in P/A. [x }7o: —86° (c = 1, Wasser). Nach Hydrolyse wurde gefunden 
Xp: —0,38° (14,90 mg in 2 ml 0,5n HCl, 1 = 2dm. Berechnet aus dem Prolin- 
gehalt ap: —0,39°). 

CyHN;0, (459,5) Ber. N 15,26 Gef. N 15,06 


Aminosaéurenanalyse : Glycin _‘Prolin 
Ber. 4,36 4,36 mMol/g 
Gef. 4,36 4,32 mMol/g 


UV-Absorption: ¢,,, = 1851- Mol-?- cm. 


6. Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-glycyl-prolin-amid 


a) Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-glycyl-prolin-methylester: 3,5 
mMol Carbobenzoxy-alanyl-glycyl-prolin-methylester (Darst. s. 3b) 
wurden in 80proz. Methanol mit Palladium hydriert, wie unter 2b angegeben. 
Die Lésung wurde nach Einstellen auf py5 zur Trockne eingeengt, der Riickstand 
in 5 ml Diaéthylphosphit aufgenommen und bei 0,5 Torr und 60° Badtemperatur 
nochmals zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde in 5 ml Diathylphosphit 
gelést und mit 2,2 ml N-Propyl-pyrrolidin versetzt und die Mischung zu einer auf 
100° erhitzten Lésung von 0,52 g P,O; in 5 mi Diathylphosphit gegeben. Nach 
3 Min. wurden 3,5 mMol Carbobenzoxy-prolin (s. 2c) in 5 ml Diathylphosphit 
zugesetzt und 3 Stdn. auf 100° erhitzt. Die Mischung wurde im Vak. auf die Halfte 
eingeengt, nach dem Abkiihlen in 30 ml eisgekiihlte gesitt. NaHCO,-Lésung ge- 
geben und 3 Stdn. bei 5° stehengelassen. Viermalige Extraktion mit je 10 ml Essig- 
ester ergab nach dem Einengen der vereinigten Extrakte und zweimaligem Ab- 
destillieren mit Methanol eine feinkristalline Fallung. Es wurde etwas Ather zu- 
gesetzt und iiber Nacht bei —20° stehengelassen. Ausb. 0,79 g (48% d. Th.); 
Schmp. 160—161°. 

b) Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-glycyl-prolin-amid: 0,79 g Tetra- 
peptidester wurden in 30 ml Methanol gelist, die Lisung bei —5° mit NH, 
gesattigt und 3 Tage bei 26—28° im Bombenrohr stehengelassen. Nach dem Kin- 
engen zur Trockene wurde der Riickstand in 30 m/ Butanol gelést und die Lésung 
2mal mit 5—10 m/ Wasser ausgeschiittelt. Die Butanolphase wurde auf 8 ml ein- 
geengt, bis zur Triibung mit Aceton versetzt und iiber Nacht bei —20° stehen- 
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gelassen. Ausb. 0,435 g (53% d. Th.); Schmp. 178—179°. — Die Mutterlauge ergab 
nach Einengen und Acetonzusatz weitere 0,10 g vom Schmp. 176—178°, die nochmals 
umkristallisiert wurden. Gesamtausb. 0,505 g (63% d.Th.); Schmp. 178—179°, 
[o}3p: — 142° (c = 1, Wasser). Rr 0,82 in B/E und 0,71 in P/A. 

C,3H3,N;0, (473,5) Ber. N 14,81 Gef. N 14,43 


Aminosaurenanalyse: Glycin Alanin  Prolin 
Ber. 2,11 2,11 4,22 mMol/g 
Gef. 2,08 2,05 4,03 mMol/g 


UV-Absorption: &.,, = 173 1- Mol? - em—. 


7. Carbobenzoxy-prolyl-prolyl-glycyl-prolin-amid 

a) Carbobenzoxy-prolin-thiophenylester: Das aus 2,0g Prolin ge- 
wonnene sirupése Carbobenzoxy-prolin (s. 2c) wurde in 25 ml Tetrahydrofuran 
gelést, mit 2,46 ml N-Athyl-piperidin und nach dem Abkiihlen auf —8° mit 1,62 ml 
Chlorameisenséure- athylester versetzt. Nach 15 Min. bei 0° wurde wieder auf —8° 
abgekiihlt und 1,75 ml Thiophenol zugegeben. Die Mischung blieb 2 Stdn. bei 
—5° und 3 Stdn. bei Raumtemperatur stehen. Das Aminhydrochlorid wurde ab- 
gesaugt und mit Tetrahydrofuran und Ather gewaschen. ‘Das Filtrat wurde zur 
Trockne eingeengt und der Riickstand in Essigester aufgenommen, eine geringe 
Menge Aminhydrochlorid abfiltriert und das Filtrat mit verd. NaHCO,-Lésung 
gewaschen. Aus der Waschliésung konnten durch Ansaéuern und Extraktion mit 
Essigester 1,7 mMol (10% ) nicht umgesetztes Carbobenzoxy-prolin zuriickgewonnen 
werden. Die Essigesterlésung wurde eingeengt, durch Abdestillieren mit Methanol 
vom Essigester befreit und der Riickstand mit 10 mi Methanol verrieben, wobei 
Kristallisation eintrat. Nach Abkiihlen auf —20° wurde abgesaugt. Ausb. 2,78 g; 
Schmp. 71—72°, — Aus der Mutterlauge wurden durch Eindunsten und Zugabe 
von Ather/Petrolather weitere 0,92 g vom Schmp. 70—71° erhalten. Gesamtausb. 
3,70 g (76% d. Th.). — Eine Probe wurde zur Analyse aus Ather/Petrolather um- 
kristallisiert. Schmp. 71—72°. 


CypH,,NO,S (341,4) Ber. C 66,80 H5,62 N 4,11 
Gef. C 66,25 H5,38 N 3,89 


b) Carbobenzoxy-prolyl-prolin: 1,54 g des Thiophenylesters wurden 
zusammen mit 0,55 g Prolin und 0,8 mil Triithylamin in 10 m/ Athanol 8 Stdn. 
auf 75—80° erhitzt. Die Lésung wurde eingeengt, der Riickstand in Wasser auf- 
genommen und zweimal mit Ather ausgeschiittelt. Die waBr. Phase wurde ange- 
siuert und dreimal mit 20 ml Essigester extrahiert und die vereinigten Extrakte 
zweimal mit 10 ml Wasser gewaschen. Beim Einengen auf 8—10 ml trat Kristalli- 
sation ein. Ausb. 0,835 g (54% d. Th.) ; Schmp. 185—186° (Lit.°: Schmp. 186—187). 

c) Carbobenzoxy-prolyl-prolin-p-nitrophenylester: 0,83 g Carbo- 
benzoxy-prolyl-prolin wurden mit Dicyclohexyl-carbodiimid und p-Nitrophenol 
wie unter 4c angegeben, in den p-Nitrophenylester iibergefiihrt. Nach Abtrennung 
des Dicyclohexyl-harnstoffs wurde eingeengt, in Ather aufgenommen und mit 
Petrolather bis zur Triibung versetzt. Beim Abkiihlen auf 0° trat nur eine dlige 
Fallung auf, die auch im Tiefkiithlschrank nicht kristallisierte. Die Substanz enthielt 
etwa 30% N-[Carbobenzoxy-prolyl-prolyl]-N.N’-dicyclohexyl-harnstoff (s. 7f. 
Substanz A). 


d) Carbobenzoxy-glycyl-prolin-amid 

«) 1,15g Prolin-methylester-hydrochlorid (s. 1a) wurden mit 2,09 g 
Carbobenzoxy-glycin in Diathylphosphit umgesetzt, wie unter 2a be- 
schrieben. Der sirupése Dipeptid-methylester wurde in 30 mi Methanol gelést, die 
Lésung bei —5° mit NH, gesattigt und drei Tage bei 25—27° im Bombenrohr 


30 E. Abderhalden u. H. Nienburg, Fermentforschung 18, 573 [1933]. 
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stehengelassen. Der nach Abtrennung des Lésungsmittels hinterbleibende kristalline 
Riickstand wurde aus Methanol/Ather umkristallisiert. Ausb. 1,91 g (63% d. Th.); 
Schmp. 149—150° (Lit.2°: Schmp. 150—151°). 

Voraussetzung fiir die angegebene Ausbeute ist die Verwendung von Prolin- 
methylester-hydrochlorid, welches durch Veresterung mit Thionylchlorid hergestellt 
wurde. Das bei der Veresterung mit Methanol/HCl erhaltene sirupése Produkt halt 
Spuren von Methanol hartnackig zuriick, die bei der Reaktion stéren. Die Ausbeuten 
betragen dann nur 40—50%. Ein Ansatz, bei dem die Umsetzung mit NH, bei 
18—20° vorgenommen wurde, ergab nur 16% reines Amid. Durch Verteilen des 
Rohproduktes zwischen Wasser und Essigester konnten 37% (bezogen auf die 
Ausgangsmengen) des Carbobenzoxy-dipeptidesters zuriickgewonnen werden, der 
jetzt kristallisierte (Schmp. 142—144°). 


B) 5 mMol Prolin-methylester-hydrochlorid wurden in 15 mi Methylen- 
chlorid gelést und mit der aquivalenten Menge Triithylamin, Carbobenzoxy- 
glycin und 5,2 mMol Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt. Die Lésung er- 
warmte sich schwach und Dicyclohexylharnstoff begann nach 10 Min. auszufallen. 
Er wurde nach 6 Stdn. bei Raumtemperatur abgesaugt, das Filtrat eingeengt und 
mit Essigester versetzt. Das dabei ausfallende Triathylaminhydrochlorid wurde 
abgesaugt, das Filtrat eingeengt und durch Abdestillieren mit Methanol vom Essig- 
ester befreit. Die Uberfiihrung in das Amid erfolgte, wie oben angegeben. Ausb. 1,15g 
(82% d. Th.); Schmp. 149—150°. 


e) Glycyl-prolin-amid-hydrobromid: 1g Carbobenzoxy-glycyl- 
prolyl-amid wurde in einer 1,2n Lésung von HBr in Eisessig gelést und 1,5 Stdn. 
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach etwa 20 Min. begann die Abscheidung 
einer éligen Fallung. Der nach dem Gefriertrocknen hinterbleibende Riickstand 
wurde in Eiswasser gelést und mit Silbercarbonat (zur Neutralisation des an die 
Amidgruppe gebundenen HBr) auf p#4,5 gebracht. Benzylbromid und evtl. noch 
vorhandenes Ausgangsmaterial wurden durch Ausschiitteln mit Butanol entfernt. 
Potentiometrische Titration einer Probe ergab eine Ausbeute von 3,1 mMol 
(95% d.Th.); pxs 8,15. Die Loésung wurde zur Trockne eingeengt, durch Ab- 
destillieren mit Athanol/Benzol entwassert und der Riickstand in wenig Athanol 
gelést. Zugabe von Ather bis zur Triibung ergab auch nach mehreren Tagen bei 
20° keine Kristallisation. 

Die chromatographische Untersuchung ergab in P/A einen Fleck mit R*@iy 1,6. 
Dagegen wurden in B/E zwei Flecke mit Rely 1,8 und 1,4 gefunden, die beide mit 
Ninhydrin die fir Glycylpeptide charakteristische Gelbfarbung gaben, die spater 
in grau-violett iibergeht. Eine Probe wurde mit der aquivalenten Menge Silber- 
acetat in das Acetat iibergefiihrt und ergab in B/E nur einen Fleck mit Ray 1,8. 
Zusatz von 2—3 Aquivalenten HBr ergab ebenfalls nur einen Fleck mit Realy 1,4. 


f) Carbobenzoxy-prolyl-prolyl-glycyl-prolin-amid: 2,6 mMol 
Glycyl-prolin-amid-hydrobromid wurden mit Athanol/Benzol entwassert 
und mit einer Lésung des p-Nitrophenylesters in Tetrahydrofuran (Gesamt- 
menge der unter 7c erhaltenen Substanz) versetzt und zur Trockne eingeengt. 
Zum Eindampfriickstand wurden 3 ml Pyridin und 0,36 ml (2,6 mMol) Triathylamin 
gegeben und die Mischung unter LuftabschluB geriihrt, bis eine gleichmaBige 
Suspension entstand. Nach 6 Stdn. bei Raumtemperatur wurde das Pyridin im 
Vak. abdestilliert, der Riickstand in Butanol/Essigester 1:1 gelést und mit Wasser, 
0,5n HCl, Wasser und gesatt. NaHCO,-Lésung gewaschen. Die Liésung ergab nach 
dem Einengen auf 2—3 ml und Zusatz von Essigester nur eine geringe Menge 
Dicyclohexylharnstoff, der als Verunreinigung im p-Nitrophenylester vorhanden 
war. Die papierchromatographische Untersuchung des Reaktionsproduktes ergab 
die Anwesenheit von zwei peptidartigen Substanzen mit Ry 0,89 (A) und 0,68 (B) 
in P/A, die in ungefahr gleicher Menge vorhanden waren. Ihre Trennung erfolgte 
durch Lésen in 5proz. NaHCO,-Lésung und zweimalige Extraktion mit Essigester. 


* Rely = Wanderungsgeschwindigkeit, bezogen auf Glycin = 1,00. 
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AnschlieBend wurde dreimal mit Butanol extrahiert. Die Essigesterlésung enthielt 
A und 1—2% B, die Butanollésung B und 10—15% A. 

Die Lésung von A wurde noch zweimal mit 5proz. NaHCO,-Lésung ausge- 
schiittelt, um B und geringe Mengen von p-Nitrophenol abzutrennen und dann zur 
Trockene eingeengt. Es hinterblieben 0,42 g (30% des p- -Nitrophenylesters) eines 
hellgelben Sirups, der durch Adsorption an 30g AI,O, (,,Woelm“, neutral) und 
Elution mit Ather/Essigester 3:1 gereinigt wurde. Das’ Eluat wurde zur Trockne 
eingedampft, in wenig Dioxan gelést und gefriergetrocknet. Es hinterblieben 0,33 g 
eines farblosen Pulvers, das nach einigen Tagen zu einer klebrigen Masse zusammen- 
sinterte. 


N-[Carbobenzoxy-prolyl-prolyl]-N.N’-dicyclohexyl-harnstoff 


Cy:H,,N,0, (552,7) Ber. C 67,35 H8,03 N 10,13 
Gef. C 66,27 H7,81 N 9,91 


Aminosaurenanalyse: Prolin Ber. 3,61 Gef. 3,38 mMol/g. 

Die Lésung der Substanz B wurde zur Trockne eingeengt, der Riickstand in 
30 m/ Wasser gelést und dreimal mit 10 ml Essigester ausgeschiittelt. Die waBr. 
Phase wurde auf 3 ml eingeengt und gefriergetrocknet, nachdem verschiedene 
Kristallisationsversuche (Essigester, Athanol/Ather, Butanol/Aceton) erfolglos ge- 
blieben waren. 

Ausb. 0,265 g (33% d. Th., berechnet unter der Annahme, da der.verwendete 
p-Nitrophenylester 30% des acylierten Harnstoffs A enthielt). Schmp. 108—112°; 
[a}t: —170° (c = 1, Wasser); Ry 0,76 in B/E und 0,68 in P/A. 

CysHsN;0, (499,6) Ber. N 14,02 Gef. N 13,85 


Aminosaurenanalyse: Glycin —_—Prolin 


Ber. 2,00 6,00 mMol/g 
Gef. 1,99 5,83 mMol/g 


UV-Absorption: &,,, = 1781+ Mol-- em-, 
8. Carbobenzoxy-prolyl-glutamyl-glycyl-prolin-amid 


a) Glutaminsaure-y-benzylester: Die Darstellung erfolgte nach 
Katchalski und Berger*! durch Veresterung von Glutaminséure mit Benzyl- 
alkohol in Gegenwart von Jodwasserstoffsiure. Aus 15 g Glutaminsaéure wurden 
10,5 g (438% d. Th.) erhalten. Schmp. 178—179° (Lit.*!: Schmp. 169—170°). 

b) Carbobenzoxy-glutaminsaure-y-benzylester: 5 g Benzylester (8a) 
wurden in 70 mi Wasser suspendiert und mit NaHCO, versetzt bis px8,0 erreicht 
war. Unter Riihren wurden 4m/ Carbobenzoxychlorid zugegeben und durch 
automatische Zugabe von 2n NaOH (px-Stat) der pq-Wert konstant gehalten. 
Durch Kiihlung mit Eiswasser wurde dafiir gesorgt, da8 die Temperatur unter 10° 
blieb. Das Natriumsalz der Carbobenzoxyverbindung fiel zum Teil wahrend der 
Reaktion aus. Nach Beendigung der Reaktion (erkennbar am Aufhéren des NaOQH- 
Verbrauchs) wurde die Suspension mit Ather ausgeschiittelt, die waBr. Phase an- 
gesduert und mit Essigester extrahiert. Die organische Phase wurde zweimal mit 
Wasser gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und zum Sirup eingeengt. 
Kristallisationsversuche mit Ather/Petrolather waren erfolglos. Potentiometrische 
Titration einer Probe ergab eine Ausbeute von 15 mMol (72% d. Th.). 


c) Carbobenzoxy-glutaminsaure-y-benzyl-«-p-nitrophenylester: 
5 mMol Benzylester (8b) wurden, wie unter he angegeben, mit p-Nitrophenol ver- 
estert. Aus Ather/Petrolather wurden 2,03 g (85% d. Th.) Rohprodukt vom Schmp. 
97—100° erhalten, dessen Gehalt an p-Nitropheny lester 86° betrug. Umkristalli- 
sation aus Benzol/Ather 1:10 ergab 1,53g (64% d. Th.) vom Schmp. 103—104° mit 


31 KE. Katchalski u. A. Berger in 8. P.Colowick u. N.O. Kaplan, 
Methods in Enzymology Bd. ITI, 8. 546, Acad. Press, New York 1957. 
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einem Gehalt an p-Nitrophenylester von 92%. Das Produkt wurde ohne weitere 
Reinigung fiir die nachste Stufe verwendet. 

d) Carbobenzoxy-glutamyl-(y-benzylester)-glycyl-prolin-amid: 
4,5mMol Glycyl-prolin-amid-hydrobromid (7e), gelést in 7 ml Pyridin, 
wurden mit 2,0g p-Nitrophenylester (8c) und 0,75 ml Triathylamin 7 Stdn. bei 
Raumtemperatur stehengelassen. Das Pyridin wurde im Vak. abdestilliert, der 
Riickstand in 30 m/ Butanol/Essigester 1:1 gelést und mit Wasser, verd. HCl und 
gesiitt. NaHCO,-Lisung gewaschen. Nach Kinengen zum Sirup wurde das Re- 
aktionsprodukt in 5 ml Essigester gelést und mit Ather bis zur Triibung versetzt. 
Die nach Abkiihlen auf —20° ausgefallene gelbe Kristallmasse wurde abgesaugt 
und mit Essigester/Ather 1:1 und dann mit Wasser gewaschen, bis sie farblos war. 
Ausb. 1,56 g (62% d. Th.); Schmp. 122—124°. Umkristallisation aus Tetrahydro- 
furan/Ather ergab 1,33 g (53% d. Th.), Schmp. 123—125°. 

e) Glutamyl-glycyl-prolin-amid: 1,30g (2,31 mMol) des Tripeptid- 
derivates (8d) wurden bei px3,5 in 70proz. Methanol hydriert, wie unter 2b an- 
gegeben. Die Reaktion war nach 50 Min. beendet, der Saéureverbrauch betrug 
1,77 mMol (76,5% d. Th.). Potentiometrische Titration einer Probe ergab 2,32 mMol 
einer basischen Gruppe mit pxs 7,95 und 2,2—2,3 mMol einer sauren Gruppe mit 
pKs 4,22. Die Ausbeute ist also praktisch quantitativ; der Minderverbrauch an 
Saiure wahrend der Hydrierung ist durch eine teilweise Dissoziation der Carboxyl- 
gruppe bedingt. 

Die Lésung wurde auf py 6,0 gebracht und zum Sirup eingeengt. Entwisserung 
durch Destillation mit Athanol/Benzol ergab einen glasigen Schaum. — Ry 0,11 
in B/E und 0,08 in P/A. 

f) Carbobenzoxy-prolyl-glutamyl-glycyl-prolin-amid: Das in der 
vorigen Stufe erhaltene Tripeptidamid wurde in Gegenwart von 0,35 ml (2,5 mMol) 
Tridéthylamin in 6 ml Propanol-(2), 2 ml Pyridin und 4ml Dimethylformamid mit 
0,85 g (2,5 mMol) Carbobenzoxy-prolin-thiophenylester (7a) 8 Stdn. bei 
80° geriihrt. Die Lésungsmittel wurden bei 1 Torr abdestilliert, der Riickstand in 
30 ml Wasser gelést und mit Essigester ausgeschiittelt. Nach Zusatz von 2,5 ml 
In HCl wurde dreimal mit 15 m/ Butanol ausgeschiittelt, die Butanolphase einmal 
mit 5 ml Wasser gewaschen und zur Trockne eingeengt. Der kristalline Riickstand 
wurde mit Essigester verrieben und nach 1 Tag bei —20° abgesaugt. Ausb. 0,70 g 
(57% d.Th.); Schmp. 136—140°. — Umkristallisation aus Wasser ergab 0,47 g 
(38% d. Th.) Schmp. P29 131°; [x ]#8: —116° (c = 1,2, Wasser); Rr 0,79 in B/E 
und 0,40 in P/A. 


C,;H33N;0;-H,O (549,6) Ber. N 12,80 Gef. N 12,60 


Gewichtsverlust (16 Stdn. 0,5 Torr, 80° iiber P,O;), ber. fiir 1 Mol Kristallwasser 
3,28%, gef. 3,85%. 


Aminosaurenanalyse : Glycin  Glutaminsaiure Prolin 
Ber. 1,82 1,82 3,64 mMol/g 
Gef. 1,72 1,73 3,41 mMol/g 


UV-Absorption: 5,7 = 185 7- Mol. em-}. 


9. Carbobenzoxy-prolyl-arginyl-glycyl-prolin-amid-hydrochlorid 


a) Nitroarginin: 8,1 g Arginin-hydrochlorid wurden nach van Orden 
und Smith*? mit einer Mischung von konz. H,SO, und rauchender HNO, nitiert. 
Ausb. 4,4 g (52% d. Th.). 

b) Carbobenzoxy-nitroarginin: 2,20 g Nitroarginin wurden in 60 m/ 
Wasser suspendiert und, wie unter 2a angegeben, mit Carbobenzoxychlorid um- 
gesetzt. Nach etwa 1 Stde. hatte sich alles Nitroarginin gelést; nach weiteren 20 Min. 
war die Reaktion beendet. Nach Extraktion mit Ather wurde angesauert und mit 


32H. O. van Orden u. E. L. Smith, J. biol. Chemistry 208, 751 [1954]. 
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Essigester ausgeschiittelt. Das Carbobenzoxy-nitroarginin fiel beim Einengen als 
feines Kristallpulver aus. Ausb. 2,90 g (81% d.Th.); Schmp. 123—125° (Lit.*: 
Schmp. 134—136°). 

c) Carbobenzoxy-nitroarginyl-glycin-methylester: 

«) 1,45g (4,1mMol) Carbobenzoxy-nitroarginin wurden mit 0,52 ¢ 
(4,15 mMol) Glycin-methylester-hydrochlorid in einer Lésung von P,O; in 
Diathylphosphit umgesetzt, wie unter 2a angegeben. Beim Eintragen des 
Carbobenzoxy-nitroarginins trat starke Gelbfairbung und etwas Gasentwicklung ein. 
Die Aufarbeitung erfolgte wie vorher angegeben. Ausb. 0,94g (53% d. Th.); 
Schmp. 68—71° (Lit.*%: Schmp. 70—73°). 

B) 1,12 g (3,2 mMol) Carbobenzoxy-nitroarginin, gelést in 15 ml Tetra- 
hydrofuran, wurden mit einer Lésung von 0,29 g Glycin-methylester in 5 m/ 
Tetrahydrofuran versetzt. Der dabei ausgefallene Niederschlag wurde durch Zugabe 
von etwa 10 ml Dimethylformamid in Lésung gebracht. Die Lésung wurde mit 0,63 g¢ 
Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt und iiber Nacht bei Raumtemperatur 
stehengelassen. Das Liésungsmittel wurde im Vak. abdestilliert, der Riickstand in 
30 ml Essigester aufgenommen, der Dicyclohexyl-harnstoff abgesaugt und das 
Filtrat zweimal mit gesatt. NaHCO,-Lésung gewaschen. Beim Einengen auf etwa5 ml 
trat Kristallisation ein. Es wurde etwas Ather zugesetzt. und im Kihlschrank 
stehengelassen. Ausb. 0,80 g (60% d. Th.); Schmp. 70—73°. 

d) Carbobenzoxy-nitroarginyl-glycin: 0,94g Dipeptidester (9c) 
wurden in 40proz. Methanol bei pq11,0 verseift, wie unter 4b angegeben. Die 
Reaktion wurde bei einem Verbrauch von 1,96 mMol NaOH (89% d. Th.) abge- 
brochen und wie vorher aufgearbeitet. Die Verbindung kristallisierte bereits wahrend 
des Ausschiittelns mit Essigester aus der angesiuerten Lésung. Ausb. 0,70 ¢ 
(72% d. Th.); Schmp. 110—112° (Lit.*°: Schmp. 111—113°). 

Von Hofmann und Mitarbeitern® wird angegeben, daB die Verbindung 
0,5 Mol Kristallwasser enthalt. Eigene Versuche ergaben jedoch, daB die luft- 
trockene Verbindung als Dihydrat vorliegt (berechnet aus dem Gewichtsverlust 
nach 24 Stdn. iiber P,O, bei 56° und 0,2 Torr). Ein 20 Stdn. iiber Schwefelsaure 
getrocknetes Praparat enthielt 0,7 Mol Kristallwasser, so da8 sich die Angaben der 
genannten Autoren wahrscheinlich auf ein iiber Schwefelsiure getrocknetes Praparat 
beziehen. 

e) Carbobenzoxy-nitroarginyl-glycin-p-nitrophenylester: 1,70¢ 
(4,3 mMol) entwassertes Dipeptid (9d) wurden in 50 ml Essigester/Tetrahydro- 
furan 3:2 gelést und mit 0,62 g (4,5 mMol) p-Nitrophenol und 1,4 g (6,8 mMol) 
Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt. Nach 5 Stdn. bei Raumtemperatur wurde der 
Dicyclohexyl-harnstoff abgesaugt, das Filtrat zum Sirup eingeengt und in etwa 
10 ml Essigester gelést. Nach Abtrennung einer geringen Menge Dicyclohexyl- 
harnstoffs wurde Ather bis zur Triibung zugesetzt und auf —20° abgekiihlt, wobei 
sich eine feinkérnige Fallung abschied. Im Abstand von 2—3 Stdn. wurde weiter 
Ather zugesetzt, bis keine Fallung mehr eintrat. Zugabe einer gréBeren Athermenge 
in einer Portion fiihrt zur Abscheidung eines klebrigen, unreinen Produktes. 
Ausb. 1,13 g (58% d. Th.); Schmp. 99—101°. — Der nach Hydrolyse spektrophoto- 
metrisch bestimmte Gehalt an p-Nitrophenylester betrug 98%. 

f) Prolin-amid-hydrochlorid: Das aus 1,15 g Prolin nach der Thionyl- 
chlorid-Methode hergestellte Methylester-hydrochlorid (s.la) wurde in 30 ml 
Methanol gelést, die Liésung bei —5° mit NH, gesiattigt und 3 Tage bei 25—28° 
im Bombenrohr stehengelassen. Die Lisung wurde zur Trockne eingeengt, der 
kristalline Riickstand in etwa 5 ml Methanol gelést und mit Essigester versetzt, bis 
Kristallisation eintrat. Ausb. 1,07 g; Schmp. 162—163°. — Das noch Ammonium- 
chlorid enthaltende Rohprodukt wurde in 10 mi Methanol gelést und mit 30 ml 
Chloroform versetzt. Das ungeliste Ammoniumchlorid wurde abfiltriert, die Lésung 


33 K. Hofmann, W. D. Peckham u. A. Rheiner, J. Amer. chem. Soc. 78, 
238 [1956]. 
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auf 15 ml eingeengt und in der Hitze mit Essigester versetzt, bis die Kristallisation 
eintrat. Dann wurde auf —20° abgekiihlt. Ausb. 0,82 g (54% d.Th.); Schmp. 
170—171° (Lit.54: Schmp. 182°). Chloridgehalt, ber. 23,6%, gef. 24,3%. 


g) Carbobenzoxy-nitroarginyl-glycyl-prolin-amid : 1,3 g (2,34 mMol) 
p-Nitrophenylester (9e) wurden mit 0,54 g (3,6 mMol) Prolin-amid-hydro- 
chlorid und 0,56 ml (4 mMol) Tridthylamin i in 2 ml Chloroform und 2 ml Pyridin 
5 Stdn. bei Raumtemperatur geriihrt. Der nach Entfernung der Lésungsmittel im 
Vak. hinterbleibende Riickstand wurde in 30 m/ Butanol gelést und je zweimal 
mit verd. Salzsiure, Wasser und gesitt. NaHCO,-Lésung gewaschen, die alle mit 
NaCl gesattigt waren. AnschlieBend wurde noch mit 5 ml Wasser gewaschen, um 
das im Butanol geléste NaCl zu entfernen. Beim Eindampfen der Butanolphase im 

Vak. begann nach Entfernung des Wassers ein zum Teil klebriger Niederschlag 
pi Das Lésungsmittel wurde fast vollstandig entfernt; Versuche, den 
Riickstand aus Athanol/Wasser oder Methanol/Wasser zur Kristallisation zu 
bringen, hatten keinen Erfolg. Die chromatographische Untersuchung zeigte einen 
Hauptfleck mit Ry 0,63 und zwei schwache mit Ry 0,92 und 0,85 in P/A. Zu ihrer 
Abtrennung wurde die Substanz in 120 m/ heiBem Wasser gelést, nach dem Ab- 
kiihlen zweimal mit 20 mi Essigester ausgeschiittelt und die wiBr. Phase nach 
Sattigung mit NaCl dreimal mit 30 m/ Butanol ausgeschiittelt. Die Substanz war 
jetzt chromatographisch rein und fiel beim Einengen der Butanollésung auf 10 ml 
als feinkérniger Niederschlag aus. Ausb. 0,67 g (55% d. Th.); Schmp. 98—105°. — 
Weitere 0,05 g vom Schmp. 98—103° konnten aus der Mutterlauge durch Zusatz 
von Essigester gewonnen werden. 





h) Carbobenzoxy-prolin-p-nitrophenylester: 0,58 g (5 mMol) Prolin 
wurden mit Carbobenzoxychlorid umgesetzt und die sirupése Carbobenzoxy- 
verbindung in 15 ml Essigester i in iiblicher Weise (s. 4c) mit p-Nitrophenol und 
Dicyclohexyl-carbodiimid in den p-Nitrophenylester iibergefiihrt. Nach Abtrennung 
des Dicyclohexyl-harnstoffs wurde auf 3—5 ml eingeengt und mit 20 ml Ather 
versetzt. Nach etwa 2 Stdn. wurden noch 20 ml Petrolaither zugegeben, um die 
Abscheidung zu vervollstandigen. Ausb. 1,58 g (85% d.Th.); Schmp. 94—95° 


(Lit.85: Schmp. 94—96°) ; [x]??: —65° (c = 2, Dimethylformamid; Lit.3>: —68°). 


i) Carbobenzoxy - prolyl-arginyl - glycyl-prolin-amid-hydrochlo- 
rid: 0,70 g (1,39 mMol) Tripeptidderivat (s. Abschn. 9g) wurden in 30 ml 
70proz. Methanol suspendiert und mit 0,25 g Palladiumschwarz bei py3,5 hydriert, 
wie unter 2b angegeben. Nach 4 Stdn. waren 1,75 mMol HCl (42% d. Th.) aufge- 
nommen. Es wurden dann 0,2 ml Eisessig zugesetzt und weitere 24 Stdn. in der 
Schiittelente hydriert. Chromatographische Untersuchung in P/A ergab einen 
Hauptfleck mit Ry 0,055 (mit Ninhydrin und Sakaguchi-Reagenz** positiv) und 
einen schwachen (etwa 5%), der nur Ninhydrin-positiv war. Die Lisung wurde 
zur Trockne eingeengt und 8 Stdn. bei 0,04 Torr auf 50° erhitzt, um das Ammonium- 
acetat zu entfernen. Die Substanz wurde in 20 m/ Methanol gelést und eine Probe 
potentiometrisch titiert. Gefunden wurden 1,25 mMol einer basischen Gruppe mit 
pKs 7,2 und 0,2 mMol mit pxs 9 (wahrscheinlich NH,). 

Zur Kupplung mit dem Carbobenzoxy-prolin-p-nitrophenylester 
wurde die den Ammoniumionen entsprechende Menge gesatt. NaHCO,-Lésung zu- 
gegeben, zur Trockene eingeengt und der Sirup durch Destillation mit Athanol/ 
Benzol entwiassert. Der Riickstand wurde in 10 m/l Dimethylformamid gelést, mit 
1,3 mMol Natrium in Propanol-(2) und 0,48 g (1,3 mMol) p-Nitrophenylester 6 Stdn. 
bei Raumtemperatur geriihrt. Der nach Entfernung des Lésungsmittels im Vak. 
hinterbleibende Riickstand wurde mit 20 ml Wasser versetzt, wobei ein gelber 
schmieriger Niederschlag ausfiel. Dieser wurde in Essigester/Butanol 1:1 gelést, 


34D. Hamer u. J. P. Greenstein, J. biol. Chemistry 198, 81 [1951]. 

35 M. Bodanszky u. V. du Vigneaud, J. Amer. chem. Soc. 81, 5688 [1959]. 

36 K. R. Bhattacharya, J. Datta u. D.K. Roy, Arch. Biochem. Bio- 
physics 84, 377 [1959]. 
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die waBr. Phase angesduert und mit Essigester ausgeschiittelt. Nach EHinstellung 
auf po 7 mit Na,CO, wurde die Lésung eingeengt. Die dabei auftretende Triibung 
wurde durch Ausschiitteln mit Butanol entfernt. Nach dem Eindampfen zur 
Trockne wurde in absol. Athanol gelést, die anorganischen Salze abzentrifugiert 
und die Lésung chromatographiert. Beim Anfirben mit Sakaguchi-Reagenz trat 
ein mittelstarker Fleck mit Ry 0,46 sowie ein starker mit Ry 0,055 (P/A) auf, der 
noch Ninhydrin-positiv war. Potentiometrische Titration einer Probe ergab 0,8 mMol 
mit pKks 7,15. Die Lésung wurde zur Trockne eingeengt, der Riickstand in 5 ml 
Pyridin suspendiert und mit 0,31 g p-Nitrophenylester (9h) und 0,12 ml Triathy!- 
amin iiber Nacht unter Luftabschlu8 geriihrt. Der Niederschlag hatte sich nach 
etwa 2 Stdn. zum gréBten Teil gelést. Die Lésung wurde zur Trockne eingeengt, 
der Riickstand in Wasser geliést und nach dem Ansiuern mit Essigester extrahiert. 
Dann wurde die waBr. Phase neutralisiert, zur Trockne eingedampft und in 
Athanol/Chloroform 1:1 aufgenommen. Die anorganischen Salze wurden ab- 
zentrifugiert und der Uberstand wieder eingedampft. Ausb. 0,48 g (etwa 60°, d. Th.). 


Die chromatographische Untersuchung ergab als Hauptfleck die mit Rr 0,46 
laufende Verbindung sowie zwei schwache Flecke mit Ry 0,09 und 0,04, die eben- 
falls mit Sakaguchi-Reagenz positiv und nicht mit Ninhydrin reagierten. Da das 
Pikrat des gesuchten Peptids nur als schmieriger Niederschlag ausfiel und mit 
Flaviansaure keine Fallung eintrat, sollte die weitere Reinigung durch Chromato- 
graphie an einer Celluloseséule mit Butanol/Propanol/Wasser 3:1:1 erfolgen. Wegen 
des Versagens des Tropfenzihlers muBte die Substanz jedoch aus der Wanne des 
Fraktionssammlers wiedergewonnen werden. Die Reinigung erfolgte nach dem 
Eindampfen zur Trockne durch Lésen in Wasser, Ausschiitteln mit Essigester, 
Behandlung der waBr. Phase mit Aktivkohle, Eindampfen zur Trockne, Lésen in 
Athanol/Chloroform und Abtrennung der anorganischen Salze. Nach dem Ein- 
dampfen wurde in wenig Wasser gelést und gefriergetrocknet. Ausb. 0,11 g. 

Die quantitative Bestimmung der Aminosiuren ergab ein Verhaltnis von 
Glycin/Arginin/Prolin 1:0,81:1,82. AuBerdem waren noch geringe Mengen der 
beiden langsam wandernden Verunreinigungen vorhanden. Die Substanz wurde 
deshalb in 15 ml heiBem Chloroform geldést, einige klebrige Flocken wurden ab- 
filtriert und das Filtrat mit Tetrahydrofuran versetzt, bis ein weiterer Zusatz keine 
Niederschlagsbildung mehr zeigte. Nach 20Stdn. bei Raumtemperatur wurde 
zentrifugiert und der Niederschlag getrocknet. Er wurde in 3 ml Wasser gelist, 
die noch schwach gelbliche Lésung mit etwas Aktivkohle behandelt und gefrier- 


getrocknet. Ausb. 0,056 g; Schmp. 130—137°. [a i: —103° (c = 1, Wasser, 


berechnet unter der Annahme von 15% inaktiver Verunreinigung, s. Aminosiuren- 
analyse). 





Aminosaurenanalyse : Glycin Arginin Prolin 
Ber. 1,68 1,68 3,36 mMol/g 
Gef. 1,43 1,42 2,79 mMol/g 


Messung der UV-Adsorption ergab ¢,,, = 230/- Mol-!- cm}. Das Maximum 
bei 257 my war jedoch nur schwach ausgepragt; die Absorption stieg im Gegensatz 
zu den reinen Carbobenzoxyverbindungen bereits unterhalb 250 my stark an, 
wahrscheinlich bedingt durch die auch am Mindergehalt der Aminosauren erkenn- 
baren nicht peptidartigen Verunreinigungen. 


10. Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-glycyl-hydroxyprolin-amid 


a) Carbobenzoxy- prolyl-alanyl -glycyl-hydroxyprolin-methyl- 
ester: 0,60g (1,47 mMol) Carbobenzoxy-alanyl-glycyl-hydroxyprolin- 
methylester (s.4d) wurden, wie unter 2b beschrieben, bei px3,5 hydriert. Der 
Saureverbrauch betrug 1,39 mMol (95% d.Th.). Die beim Eindampfen hinter- 
bleibende glasige Masse wurde mit 5 m/ Propanol-(2) verrieben, wobei zum Teil 
Kristallisation eintrat. Die Suspension wurde nach Zugabe von 0,23 ml (1,6 mMol) 
Triathylamin und 0,39 g (1,6 mMol) Carbobenzoxy-prolin-thiophenylester 
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(s. 7a) 8 Stdn. auf 65—70° erhitzt. Am nachsten Tag wurde zum Sirup eingeengt, 
in Essigester/Butanol 1:1 aufgenommen, mit dem gleichen Volumen Wasser ver- 
setzt und auf py2,5 gebracht. Die organische Phase wurde mit gesaitt. NaHCO,- 
Lésung gewaschen, auf 3 ml eingeengt und mit Essigester und Ather bis zur Triibung 
versetzt. Im Tiefkiihlschrank trat Kristallisation ein. Ausb. 0,50 g (71% d. Th.); 
Schmp. 140—142°. — Eine Probe wurde aus Essigester umkristallisiert. Schmp. 
144—145°. [x]%): —147° (c = 1, Wasser). 
C,,H,.N,0, (504,5) Ber. N 11,11 Gef. N 10,90, 


Die potentiometrische Titration der oben erhaltenen waBr. Phase zeigte, daB 
die Umsetzung noch nicht vollstandig war; es wurden 0,19 mMol (14% d. Th.) mit 
pKs 7,5 gefunden. Die Lisung ergab bei der Chromatographie in B/E nur einen 
Ninhydrin positiven Fleck mit Ry 0,23, der mit dem unbehandelten Hydrierungs- 
produkt identisch war. 

b) Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-glycyl-hydroxyprolin-amid :0,35g 
(0,7 mMol) des nach 10a erhaltenen Tetrapeptidesters (Rohprodukt) wurden in 30 ml 
Methanol gelést und durch Sattigung der Losung mit NH, bei —5° und Stehenlassen 
bei 25—27° im Bombenrohr in das Amid iibergefiihrt. Nach 2 Tagen wurde auf 
3 ml eingeengt und bis zur Triibung mit Essigester versetzt. Es trat beim Abkiihlen 
auf —20° nur eine schmierige Fallung auf, die auch nach mehreren Tagen nicht 
kristallisierte. Da chromatographisch eine geringe Menge langsam laufender Ver- 
unreinigungen nachweisbar waren, wurde nach Entfernung des Lésungsmittels in 
25 ml Butanol aufgenommen und zweimal mit 5 ml Wasser ausgeschiittelt. Die 
Lésung wurde auf 5 mi eingeengt, wobei Kristallisation eintrat. Nach 3 Stdn. 
wurden 15 ml Essigester zugesetzt, die Kristalle am nachsten Tag abgesaugt und 
aus Butanol/Essigester umkristallisiert. Ausb. 0,14g (37% d.Th.); Schmp. 
116—120°, dann Bildung never Kristalle Schmp. 205—206° (Schmelzpunkt- 
mikroskop); [«]D: —130° (c = 1, Wasser); Ry 0,69 in B/E und 0,61 in P/A. 


C,,H;,N;0,-C,H,OH (563,6) Ber. N 12,42 Gef. N 12,63 


Gewichtsverlust nach 24 Stdn. 80°, 0,1 Torr iiber P,O, 13%, fiir 1 Mol Kristall- 
butanol ber. 13,1%. 
Aminosaurenanalyse : Glycin Alanin Prolin  Hydroxyprolin 


Ber. 1,78 1,78 1,78 1,78 mMol/g 
Gef. 1,82 1,80 177 1,75 mMol/g 


UV-Absorption: ¢,,, = 1837+ Mol-?- em-1. 


11. Carbobenzoxy-L-prolyl-p-alanyl-glycyl-Lt-hydroxyprolin-amid 

a) Carbobenzoxy-pD-alanyl-glycin-methylester: Die Darstellung er- 
folgte nach der P,O,/Diaithylphosphit-Methode, wie unter 2a angegeben. Aus 6,8 g 
Carbobenzoxy-D-alanin und 4,13 g Glycin-methylester-hydrochlorid 
wurden 6,9 g (77% d. Th.) an Carbobenzoxy-dipeptidester erhalten. Schmp. 94—96°. 

b) Carbobenzoxy-p-alanyl-glycin: Der Dipeptidester wurde bei pq 11 
in 50proz. Methanol verseift, wie unter 4b angegeben. Die Ausbeute aus 6,9 g Ester 
betrug 4,8 g (74% der Th.); Schmp. 121—123°. — Umkristallisation aus Essigester 
ergab 3.65 g (56% d. Th.), Schmp. 125°. 

c) Carbobenzoxy-p-alanyl-glycin-p-nitrophenylester: Die Dar- 
stellung erfolgte, wie unter 4c angegeben. Aus 3,65 g Carbobenzoxy-dipeptid 
wurden 3,1 g (60% d. Th.) an p-Nitrophenylester erhalten. Schmp. 175—176°. 

d) Carbobenzoxy-p-alanyl-glycyl-t-hydroxyprolin-methylester: 
0,86 g (4,75 mMol) Hydroxyprolin-methylester-hydrochlorid (s. 4a) 
wurden in 10 ml trockenem Pyridin suspendiert und mit 0,65 ml (4,75 mMol) 
Triathylamin und 1,9g (4,85mMol) p-Nitrophenylester 6Stdn. im ver- 
schlossenen Kolben bei Raumtemperatur geriihrt. Das Pyridin wurde im Vak. 
abdestilliert und der Riickstand in 15 ml Essigester aufgenommen. Nach kurzer 
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Zeit trat Kristallisation ein. Nach Abkiihlen auf —20° wurde am niachsten Tage 
abgesaugt und die Kristalle mit eiskalter Sodalésung und Wasser gewaschen, bis 
sie farblos waren. Schmp. 152°. — Die Waschwasser wurden mit Essigester aus- 
geschiittelt und die Extrakte mit dem Filtrat der ersten Kristallisation vereinigt. 
Nach dem Waschen mit verd. Sodalésung, 2n H,SO, und Wasser wurde mit 
Magnesiumsulfat getrocknet, im Vak. eingeengt und mit Ather bis zur Triibung 
versetzt. Die beim Abkiihlen ausfallenden Kristalle hatten den gleichen Schmp. 
wie die erste Fraktion. Die Gesamtausbeute betrug 1,32 g (68% d.Th.). Um- 
kristallisation aus Essigester ergab 1,0 g (52% d. Th.) vom Schmp. 154—155°. 

e) Carbobenzoxy-t-prolyl-p-alanyl-glycyl-t-hydroxyprolin-amid: 
Die Abspaltung des Carbobenzoxyrestes aus dem Carbobenzoxytripeptid- 
ester und die Umsetzung mit Carbobenzoxy-prolin-thiophenylester 
zum Carbobenzoxy-L-prolyl-p-alanyl-glycyl-t-hydroxyprolin-methyl- 
ester wurde wie bei 10b vorgenommen. Die Ausbeute an Tetrapeptidester betrug 
68% d.Th., er konnte jedoch nicht kristallin erhalten werden. Umsetzung mit 
NH, in Methanol, die wie vorher vorgenommen wurde, ergab das Carbobenzoxy- 
tetrapeptid-amid, das durch Lésen des Rohproduktes in Wasser, Abtrennung des 
nicht umgesetzten Esters durch zweimaliges Ausschiitteln mit Essigester und an- 
schlieBende Extraktion mit Butanol gereinigt wurde. Da verschiedene Kristalli- 
sationsversuche ohne Erfolg waren, wurde eine wafr. Lésung der chromato- 
graphisch reinen Verbindung nach Behandlung mit Aktivkohle gefriergetrocknet. 


Schmp. 124—128°; [«]7?: —38° (c = 1, Wasser). 
Nach Hydrolyse (21,85 mg in 2ml/ 0,5n HCl,/ = 2dm) wurde gefunden a): 
—0,56°; ber. aus’ Zusammensetzung a: —0,59°. Ry 0,68 in B/E und 0,63 in P/A. 





CosHs,N,0, (489,5) Ber. N 14,32 Gef. N 14,13 


Aminosaéurenanalyse: Glycin Alanin Prolin Hydroxyprolin 
Ber. 2,04 2,04 2,04 2,04 mMol/g 
Gef. 2,01 1,99 1,96 1,92 mMol/g 


12. Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-alanyl-prolin- amid 


a) Carbobenzoxy-alanyl-alanin-methylester: 0,67 g (3 mMol) Carbo- 
benzoxy-alanin wurden mit der entsprechenden Menge Alanin-methylester- 
h peew chlorid in Diathylphosphit umgesetzt, wie unter 2a angegeben. Ausb. 0,69 g 
(75% d. Th.); Schmp. 103—105°. 

°b) Carbobenzoxy-alanyl-alanin-hydrazid: 1,4g Dipeptidester 
(Rohprodukt) wurden in 20 ml Methanol mit 0,4 m/ Hy drazin 24 Stdn. bei Raum- 
temperatur stehengelassen. Das Hydrazid wurde durch Atherzusatz gefallt. Ausb. 
1,15 g (78% d. Th.); Schmp. 207—209°. — Eine Probe wurde aus Athanol um- 
kristallisiert. Schmp. 210—211° (Lit.°?: : Schmp. 209°). 

1,13 g Dipeptidhydrazid wurden, wie unter 3b angegeben, in das Azid iiber- 
gefiihrt und mit Prolin- methylester umgesetzt. Nach 24 Stdn. bei 5° wurden 
die ausgefallenen Kristalle abgesaugt und mit Ather gewaschen. Ausb. 0,92 g 
(62% d. Th.); Schmp. 123—125°. — Weitere 0,23 g vom gleichen Schmp. wurden 
durch Einengen der Mutterlauge und Verreiben des Riickstandes mit Ather erhalten. 
Gesamtausb. 1,5 g (77% d. Th.). 

pects 2 Vik he a : Die Abspaltung 
des Carbobenzoxyrestes ausdem Tripeptidester und die anschlieBende Umsetzung 
mit Carbobenzoxy-prolin nach der P,O,/Diathylphosphit-Methode erfolgte wie 
unter 6a angegeben. Der Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-alanyl-prolin- 
methylester konnte nur als Sirup erhalten werden. Er wurde wie bei 6b in das 
Amid iibergefiihrt. Das Rohprodukt wurde in Wasser gelist, die Lésung mit Essig- 
ester und dann mit Butanol ausgeschiittelt, die Butanolphase auf 3 ml eingeengt 


37 B. F. Erlanger u. E. Brand, J. Amer. chem. Soc. 78, 3508 [1951]. 
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und mit Aceton bis zur Triibung versetzt. Beim Aufbewahren im Tiefkiihlschrank 
trat Kristallisation ein. Die Ausbeute aus 1,15 g Tripeptidester betrug 0,325 g 
(25% d. Th.). Schmp. 198—200°. — Umkristallisation aus Butanol/Aceton ergab 
0,29 g vom Schmp. 200—201°; Ry 0,86 in B/E und 0,71 in P/A; [«]7?: —164° 
(c = 1, Wasser). 

C.4H3,N;0, (487,7) Ber. N 14,37 Gef. N 14,02 
Aminosaurenanalyse: Alanin  Prolin 
Ber. 4,11 4,11 mMol/g 
Gef. 4,25 4,18 mMol/g 


UV-Absorption: €,;, = 1731+ Mol-!- cm-}. 






Zusammenfassung 


Die Synthese von vier Tri- und acht Tetrapeptidderivaten vom Typ 
Cbo-Pro-X-Gly-Pro-NH,, die als Substrate und Substratanaloga der 
Kollagenase in Frage kommen, wird beschrieben. Die Untersuchung 
ihrer optischen Aktivitat zeigt, daB sich die molekulare Drehung bei den 
Tripeptidderivaten entsprechend der Regel von Brand und Erlanger® 
additiv aus den Anteilen der einzelnen Aminosiiurereste zusammensetzt. 
Die Drehung der Tetrapeptidderivate liegt dagegen héher, was so ge- 
deutet wird, daB diese in Lésung keine rein statistische Konfiguration 
aufweisen, sondern ein gewisser Anteil in Schraubenkonfiguration vor- 
liegt. Die Verinderung der Drehung in konzentrierter Lithiumbromid- 
lésung wurde untersucht. 





Summary 


The synthesis is described of four tri- and eight tetrapeptide deriva- 
tives of the type Cbo-Pro-X-Gly-Pro-NH,, which are substrates or ana- 
logues of the substrates of collagenase. Investigation of their optical acti- 
vity showed that the molecular rotation of the tripeptide derivatives cor- 
responds to the additivity rule of Brand and Erlanger®. The rotation of 
the tetrapeptide derivatives, however, was higher, which is explained by 
the assumption that these compounds in solution do not have a statistical 
configuration, but that a certain portion is present in the helical form. 
The change of the optical rotation in concentrated solutions of lithium 
bromide has been investigated. 


Professor Dr. Kurt Heyns, Institut fiir organische Chemie des Chemischen 
Staatsinstituts der Universitat, Hamburg 36, JungiusstraBe 5—9. 
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Uber Proteine und deren Abbauprodukte, XVIII! 


Die Hydrolyse synthetischer und natiirlicher Substrate 
durch Kollagenase aus Clostridium histolyticum* 
Von 
Kurt Heyns und Giinter Legler 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie des Chemischen Staatsinstituts der Universitat Hamburg 


_ (Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juli 1960) 


Herrn Professor Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburtstag 


Die Mikroorganismen Clostridium histolyticum und Clostridium wel- 
chit haben die Fahigkeit, Enzyme zu bilden, die fiir die Hydrolyse von 
Kollagen und Gelatine spezifisch sind, wihrend andere Proteine nicht 
hydrolysiert werden. Auf Grund dieser Eigenschaften bilden sie ein wert- 
volles Hilfsmittel zur Ermittlung der Primirstruktur des Kollagens. Vor- 
aussetzung fiir dieses Anwendungsgebiet ist jedoch die Kenntnis der 
Substratspezifitat dieser Enzyme. In einer kurzen Mitteilung? konnten wir 
bereits iiber die Aufklarung der Spezifitat der Kollagenase aus Clostridium 
histolyticum mit Hilfe synthetischer Substrate berichten. Durch zum Teil 
parallel laufende Arbeiten anderer Autoren wurden unsere Ergebnisse 
bestiitigt und erginzt?->. Danach laBt sich die Spezifitat der Kollagenase 
wie folgt beschreiben: Voraussetzung fiir die Spaltung einer Bindung 
X-Glycin ist das Vorliegen der Sequenz-P-X-Gly-P-, wobei P Prolin 
oder Hydroprolin sein kann. Der aminoseitige (im Schema links stehende) 
Prolylrest kann entbehrt werden, jedoch wird in diesem Fall die Reak- 
tionsgeschwindigkeit stark herabgesetzt. Ist der aminoseitige Rest nicht 
blockiert, so wird die Verbindung nicht hydrolysiert, sondern wirkt, wie 
weiter unten gezeigt wird, als Inhibitor. Durch eine freie Carboxylgruppe 
am carboxylseitigen Prolinrest wird die Hydrolysierbarkeit nicht wesent- 





* Verwendete Abkiirzungen: Cho = Carbobenzoxy; DNP = 2.4-Dinitro- 
phenyl; GE = Gelatinase-Einheit ; DEAE-Cellulose = Diaéthylaminoathyl-Cellulose; 
Tris = Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan. Wenn nicht anders vermerkt, sind alle 
Aminosaurereste der verwendeten Peptide von der L-Konfiguration. 

1 XVII. Mitteil.: K. Heynsu.G. Legler, diese Z. 321, 161 [1960], vorstehend. 

2 XVI. Mitteil.: K. Heyns u. G. Legler, diese Z. 315, 288 [1959]. 

3 -Y. Nagai u. H. Noda, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 34, 298 
[1959]. 

4°W. GraBmann, H.Hérmann, A. Nordwig u. E. Wiinsch, diese Z. 
316, 287 [1959]. 

5 Y. Nagai, S. Sakakibara, H. Nodau. 8. Akabori, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 87, 567 [1960]. 
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lich beeintrichtigt. Die von GraBmann und Mitarbeitern* beobachtete 
Resistenz des Carbobenzoxy-prolyl-glycyl-glycyl-prolins diirfte auf die 
schwere Hydrolysierbarkeit der Gly-Gly-Bindung durch Kollagenase zu- 
riickzufiihren sein (Tab. 1), die auch beim Vergleich von Carbobenzoxy- 
glycyl-glycyl-prolin-amid mit Carbobenzoxy-alanyl-glycyl-prolin-amid 
(I. c.2, Tab. 2) zum Ausdruck kommt. Ein Ersatz des Glycins in der Se- 
quenz -P-X-glycyl-P durch Leucin hebt nach Nagai und Mitarbeitern® 
die Hydrolysierbarkeit auf. Eigene Versuche (Tab. 1) ergaben, daB ein 
Ersatz durch Alanin lediglich zu einer starken Herabsetzung der Re- 
aktionsgeschwindigkeit fiihrt. 

In der vorliegenden Arbeit soll nun iiber kinetische Messungen an 
einer gréBeren Anzahl von synthetischen und natiirlichen Substraten be- 
richtet werden, um einen niheren Einblick in die bei der Hydrolyse des 
Kollagens durch Kollagenase wirksamen Faktoren zu bekommen. Wegen 
der komplizierten Verhaltnisse hinsichtlich der Einheitlichkeit der Kolla- 
genase sind die mitgeteilten Zahlenwerte in erster Linie als Vergleichs- 
werte anzusehen, deren absolute GréBe sich bei Anwendung anderer 
Reinigungsmethoden evtl. noch andern kann. 

Die Reinigung des Enzyms nach Fillung mit Ammoniumsulfat aus 
dem Kulturfiltrat erfolgte durch Chromatographie an Diiathylamino- 
ithyl-Cellulose (DEAE-Cellulose) nach Grant und Alburn®. Dabei 
konnten wir zwar die Angaben der Autoren hinsichtlich Abtrennung von 
Pigment und Proteinase und der Verteilung der Proteine auf die Frak- 
tionen A, B und C bestiitigen, jedoch waren die Ausbeuten bei der Re- 
chromatographie der einzelnen Fraktionen sehr niedrig; auch traten be- 
trichtliche Unterschiede hinsichtlich der Aktivitat gegeniiber Casein und 
Argininester auf. Evtl. hingen diese Unterschiede mit verschiedenen 
Eigenschaften der Kollagenasen oder verschiedenen Mengen von Begleit- 
enzymen zusammen, die von verschiedenen Stiémmen von Clostridium 
histolyticum gebildet werden. Das Verhalten der Hauptfraktion A (Aktivi- 
titsausbeute, bezogen auf die erste Ammoniumsulfat-Fallung 34%, 
Anreicherung 1:7) bei erneuter Chromatographie an DEAE-Cellulose ist 
in Abb. 1 wiedergegeben. Die spezifische Aktivitait des Ausgangsmaterials 
betrug 89 Gelatinase-Einheiten/mg (1 Gelatinase-Einheit GE ist die 
Enzymmenge, die unter den im Versuchsteil, S. 196 angegebenen Bedin- 
gungen die Gel-Bildung von Gelatine gerade verhindert). 


Es gelang zwar, durch erneute Chromatographie an DEAE-Cellulose 
mit einem Konzentrationsgradienten des Phosphatpuffers von 0,02 bis 
0,10m die spezifische Aktivitaét von A, und A, (letztere auf 88 GE/mg) zu 
erhéhen, jedoch betrug die Ausbeute nur 20 bzw. 10%. Die Aktivitat von 
A, gegeniiber Casein in Gegenwart von 0,01m Cystein betrug 0,4% der 
entsprechenden Menge kristallisierten Chymotrypsins, wihrend Grant 
und Alburn® 2 bzw. 7% fiir ihre Fraktionen A und C angeben. Noch 
stiirker ist der Unterschied der Aktivitait gegeniiber Benzoyl-arginy]- 


6 N. H. Grant u. H. E. Alburn, Arch. Biochem. Biophysics 82, 245 [1959]. 
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aithylester, ebenfalls in Anwesenheit von 0,01m Cystein. Grant und 
Alburn geben fiir die beiden Fraktionen 100% der Aktivitat der gleichen 
Trypsin-Mengen an, wihrend bei unserer Kollagenase bereits die erste 
Ammoniumsulfatfallung nur 0,5% der Trypsin-Aktivitaét aufwies. Aller- 
dings verwendeten wir p-Toluolsulfonyl-arginin-methylester als Substrat, 
der jedoch von Trypsin noch leichter hydrolysiert wird als Benzoyl- 
arginin-aithylester, und es ist wenig wahrscheinlich, daB dieser Unter- 
schied im Falle der Kollagenase bzw. des argininester-spaltenden Begleit- 
enzyms eine fast’ véllige Aufhebung der Hydrolysierbarkeit mit sich 
bringt. Andere Autoren”® erwihnen fiir ihre Priparate geringe bzw. feh- 
lende Aktivitét gegeniiber Benzoyl-arginin-iithylester, ohne niaher auf 
die Bestimmungsmethoden einzugehen. 
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Abb. 1. Chromatographie von Kollagenase A (107 mg) an Diathylaminoathyl- 
Cellulose, Saulenabmessung 1,9 x 12 cm, Elution mit 0,04m bzw. 0,06m Phosphat- 
puffer, pH7,4. Die spezif. Aktivitéten der Fraktionen waren bei A, 19, bei A, 44 
und bei A; 96 GE/mg. Die Aktivitatsausbeute, bezogen auf A, betrug insgesamt 32%, 
die Ausbeute an Protein (berechnet aus der Extinktion bei 280 mu) betrug 70%. 


In welchem Umfange unser Priparat schon einheitlich ist bzw. noch 
inaktive Proteine als Verunreinigung enthalt, kann nicht gesagt werden, 
da fiir eine Untersuchung durch Elektrophorese oder in der-Ultrazentri- 
fuge nicht geniigend Material zur Verfiigung stand. Ein Vergleich mit 
einem von Dr.P. M. Gailop, New York, zur Verfiigung gestellten Pripa- 
rat mit 94 Kollagenase-Einheiten/mg (Definition s. 1. c.*) ergab gegeniiber 
Gelatine die gleiche Aktivitat, wihrend bei den synthetischen Substraten 
unsere Enzyme eine etwa 25—30% héhere Aktivitait aufwiesen. Das letz- 
tere wiirde in guter Ubereinstimmung mit der Aktivitit der besten Prii- 
parate von Seifter und Mitarbeitern® stehen, die fiir ihre durch Adsorp- 

? I. Mandl, H. Zipper u. L. T. Ferguson, Arch. Biochem. Biophysics 74, 
465 [1956]. 

8 P.M.Gallop,S.Seifteru. E. Meilman, J. biol. Chemistry 227, 891 [1957]. 

9 §. Seifter, P.M. Gallop, L. Klein u. E. Meilman, J. biol. Chemistry 
284, 285 [1959]. 











960) 


und 
hen 
rste 
ler- 
rat, 
vl. 
ber- 
eit - 
ich 
eh- 
auf 





Bd. 321 (1960) Proteine und deren Abbauprodukte, XVIII 187 


tion und fraktionierte Desorption an Aluminiumoxydhydrat-Gel gerei- 
nigte und in der Ultrazentrifuge einheitliche Kollagenase 130 Kollagenase- 
Einheiten/mg angeben. 

Fiir die kinetischen Untersuchungen kamen Tetrapeptidderivate des 
Schemas Cbo-Pro-X-Gly-Pro-NH, zur Anwendung. Hierin wurde fiir X 
Glycin, Alanin und Prolin gewahlt, um sterische Einfliisse kennenzuler- 
nen, und Arginin und Glutaminsiure, um den EinfluB positiver und nega- 
tiver Ladungen abzuschitzen. Weiter wurde das Glycin durch Alanin 
ersetzt (X = Alanin), um festzustellen, ob das ausschlieBliche Auftreten 
von N-terminalem Glycin beim Abbau von Kollagen durch Kollagenase 
auf die Spezifitiit des Enzyms zuriickzufiihren oder nur durch den Bau des 
Kollagens bedingt ist. AuBerdem wurde noch der carboxylseitige Prolin- 
rest gegen Hydroxyprolin ausgetauscht, dem, wie aus dem Vergleich von 
Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-glycin-amid (nicht hydrolysiert) und Carbo- 
benzoxy-alanyl-glycyl-prolin-amid (langsam hydrolysiert) hervorgeht, 
die gréBere Bedeutung zukommt. Die pu-Abhingigkeit wurde fiir das 
Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-glycyl-prolin-amid untersucht und ist in 
Abb. 2 wiedergegeben. Sie stimmt 
mit den in der Literatur gemach- 15 


ten qualitativen Angaben fiir ‘ 

Kollagen und Gelatine®’ iiberein. + yey 
Die Untersuchung der iibrigen 

Substrate erfolgte bei px 7,9—8,0. 


Die Ergebnisse sind in Tab. 1 t 
wiedergegeben. 2 














Abb. 2. po-Abhangigkeit der Hydro- 
lyse von Carbobenzoxy-prolyl-alanyl- 
glycyl-prolin-amid durch Kollagenase 
A, im 0,04m Veronal-Puffer bei 30°. 60° 2° 80° 90 

% in Mol/l pro Min. pro mg Enzym- F ; he 

N/ml. ° 

Tab. 1. Reduzierte Anfangsgeschwindigkeit v, der Hydrolyse synthetischer Sub- 


strate durch Kollagenase bei py 7,9—8,0 und 30°. Die Werte geben an: 10° vy 
[Mol/l pro Min. pro mg Enzym-N/ml]. 



































Kollagenase 

As Ga* 
Cho-Ala-Gly-Pro-NH, .... 0,73 — 
Cho-Ala-Gly-Hypro-NH, . . . 0,24 — 
Cbo-Pro-Gly-Gly-Pro-NH,. . . 0,68 0,60 
Cbo-Pro-Ala-Gly-Pro-NH, . . 13,2 10,3 
Cho-Pro-Pro-Gly-Pro-NH,. . . 28,0 — 
Cbo-Pro-Glu-Gly-Pro-NH,. . . 1,2 1,4 
Cbo-Pro-Arg-Gly-Pro-NH, . . 5,7 4,7 
Cho-Pro-Ala-Ala-Pro-NH, . . 0,59 — 
Cbo-Pro-Ala-Gly-Hypro-NH, . 7,4 = 
RAL IRERO SVR RSitd tes A S55 300 


* Vergleichspriiparat von Dr. P. M. Gallop. 


13* 











188 Kurt Heyns und Giinter Legler, Bd. 321 (1960) 


Aufgefiihrt sind die Anfangsgeschwindigkeiten der Hydrolyse bei 
einer Substratkonzentration von 0,019—0,023m bzw. einer Gelatine- 
konzentration von 1,2%. Die Werte sind, da die Reaktion wahrend der 
ersten 30—40% der Hydrolyse praktisch linear verliuft, gleich der Ge- 
schwindigkeitskonstanten k,*. Eine Ausnahme bildet nur das Hydroxy- 
prolin-tetrapeptid, bei dem die Hydrolysegeschwindigkeit wesentlich 
friiher abfiel. Die genauen Werte fiir k, und Km konnten nicht angegeben 
werden, da Hemmung durch eines der Reaktionsproduikte eintritt. Man 
erhailt beim Auftragen der reziproken Substratkonzentration (ermittelt 
aus Anfangskonzentration und Menge des nach verschiedenen Zeiten ge- 
bildeten Glycyl-prolin-amids) gegen die reziproke Reaktionsgeschwindig- 
keit zur Bestimmung von k, und K, nach Lineweaver und Burk? 
keine Geraden, sondern nach oben gekriimmte Kurven. Bei der Hydrolyse 
von Carbobenzoxy-prolyl-alanyl-glycyl-prolin-amid konnte gezeigt wer- 
den, daB die mit Carbobenzoxy-prolyl-alanin beobachtete Hemmung 
(Tab. 3) zur Beschreibung des Reaktionsverlaufs annihernd ausreicht. 
Die Ungenauigkeiten bei der Ermittlung der jeweils vorhandenen Sub- 
stratkonzentration erméglichen jedoch héchstens eine Abschitzung der 
Gré8enordnung von K,,. Sie liegt fiir das Carbobenzoxy-prolyl-alanyl- 
glycyl-prolin-amid bei 3- 10-8 Mol// und fiir das entsprechende Hydroxy- 
prolinderivat bei 30-10-° Mol//. Der K,-Wert fiir das Carbobenzoxy- 
prolyl-prolyl-glycyl-prolin-amid liegt noch unter dem des erstgenannten 
Substrats. Auffallig ist der GréBenunterschied zwischen den Hydrolyse- 
geschwindigkeiten der Gelatine und der synthetischen Substrate, der 
auch fiir das am besten hydrolysierbare Peptidderivat noch mehr als eine 
Zehnerpotenz betrigt. Im Gegensatz dazu ergaben Versuche mit DNP- 
Gelatine und Trypsin, da8 die enzymatische Hydrolyse von niedrigmole- 
kularen und hochmolekularen Substraten sehr gut iibereinstimmt. Vor- 
aussetzung ist jedoch, daB die Umgebung der zu hydrolysierenden Bin- 
dung bei beiden Substraten geniigende Ahnlichkeit aufweist (s. Tab. 2). 


Tab. 2. Hydrolysegeschwindigkeit natiirlicher und synthetischer Substrate durch 
Trypsin bei px 7,8 und 30°. 











10° ky! 
Benzoyl-arginin-amid. . . 3,2 
Cho-Pro-Arg-Gly-NH, . . 27 
DNP-Gelatine . .... . 35¢ 


a) In Mol/l pro Min. pro mg Enzym-N/ml. 
b) Ber. nach 1. c."4 aus dem fiir 25° angegebenen ''»'? Wert von 2,0-10-%. 
c) Anfangsgeschwindigkeit der Hydrolyse. 


* Reaktionsgeschwindigkeit nach der Michaelis-Menten-Theorie: 
ds k,-e-8 


dt K,+8— 
10 H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 
11 K. M. Harmon u. C. Niemann, J. biol. Chemistry 178, 743 [1949]. 
2 G. W. Schwert u. M. A. Eisenberg, J. biol. Chemistry 179, 665 [1949]. 
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Es ist daher zu vermuten, daB bei der Kollagenase die Hydrolyse 
hochmolekularer Substrate nach einem etwas anderen Mechanismus ab- 
liuft als die der niedrigmolekularen. Das kommt auch dadurch zum Aus- 
druck, daB die Hydrolyse von Gelatine und Kollagen durch Cystein ge- 
hemmt wird, die der synthetischen Substrate aber nicht. Die Hemmung 
ist nach Seifter und Mitarbeitern® irreversibel und ist fiir verschiedene 
Kollagenasepraparate recht unterschiedlich. So geben Grant und Al- 
burn® fiir ihre Fraktionen A und C 40 bzw. 73% Hemmung durch 
0,01m Cystein an. Fiir unsere Fraktionen A, fanden wir unter diesen Be- 
dingungen 57% Hemmung und fiir das von Gallop zur Verfiigung ge- 
stellte Praparat 85%. Man kann annehmen, daB bei der Bildung des 
Enzym-Substrat-Komplexes nicht nur das Substrat Verinderungen er- 
leidet, die schlieBlich seine Hydrolyse erméglichen, sondern daB auch das 
Enzym Veranderungen erfihrt, die sich dann in Anderungen der Geschwin- 
digkeitskonstante k, bemerkbar machen, die nicht durch eine unterschied- 
liche Festigkeit der Bindungen erklirt werden kénnen. Der EinfluB des 
Cysteins wiirde dann darin bestehen, da®B durch die SH-Gruppen S-S- 
Bindungen des Enzyms gelést werden, was dann zu einer solchen Ande- 
rung seiner Tertiarstruktur fiihrt, die eine Beeinflussung durch die hoch- 
molekularen Substrate nicht mehr erméglicht. 

Es wurden dann noch einige orientierende Versuche zur Hemmung 
der Hydrolyse durch Peptidderivate gemacht, deren Ergebnisse in Tab. 3 
wiedergegeben sind. 


Tab. 3. Verhaltnis der Dissoziationskonstante von Enzym-Substrat- und Enzym- 
Inhibitor-Komplex; Substrat: Cbo-Pro-Ala-Gly-Pro-NH, 











Inhibitor K+,,/K; 
CUeENO-AIB-OM 6 6 wc 0,14 
CB gob.) () : 0,45 
H-Pro-Ala-Gly-Hypro-NH, ...... 0,80 
Cbho-L-Pro-p-Ala-Gly-L-Hypro-NH,. . . 0,50 


Aufgefiihrt ist das Verhaltnis K+, /K,,das unter der Annahme rein kompetiver 
Hemmung nach der Gleichung 





K v c 
m= |{—° —1)— berechnet wurde. 
v% G, 


K;, = Dissoziationskonstante des Enzym-Substrat-Komplexes 
K,; = Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes 
v, = Anfangsgeschwindigkeit der nicht gehemmten Reaktion 
v, = Anfangsgeschwindigkeit der gehemmten Reaktion 

c, = Substratkonzentration 

¢; = Inhibitorkonzentration 


Bemerkenswert ist die Hemmung durch Prolyl-alanyl-glycyl-hydro- 
xyprolin-amid. Von Noda und Mitarbeitern** war gefunden worden, daB 
ein Substratanalogen, bei dem die Iminogruppe des aminoseitigen Pro- 
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lins frei ist, nicht hydrolysiert wird. AuBerdem hatten sie festgestellt, da} 
fiir die Blockierung ein Acylrest nicht erforderlich ist, da DNP-Prolyl- 
leucyl-glycyl-prolin glatt hydrolysiert wurde. Wie die Hemmversuche 
zeigen, ist die Resistenz der Substrate mit freier Iminogruppe nicht durch 
eine Unfahigkeit zur Ausbildung des Enzym-Substrat-Komplexes be- 
dingt. Auch sollte die positive Ladung am Stickstoff der Iminogruppe 
keinen so groBen EinfluB haben, denn protonisierte und neutrale Formen 
des Peptids sind zu etwa gleichen Teilen in der Lésung vorhanden. Welche 
Form der eigentliche Inhibitor ist, kann nicht gesagt werden, da die pu- 
Abhangigkeit nicht untersucht wurde. Ein Vergleich der Konstanten fiir 
Carbobenzoxy-prolyl-alanin und Prolyl-alanin deutet darauf hin, daB es 
die protonisierte Form ist. Die vorliufig einzige Deutung fiir die Resistenz 
von Substraten. des Typs_ Prolyl-alanyl-glycyl-hydroxyprolin-amid 
scheint die zu sein, daB die protonisierte, als Inhibitor wirkende Form 
wesentlich fester gebunden wird als die neutrale. Eine Wiederholung der 
Versuche in starker alkalischer Lésung (px9,0 bis 9,5) und mit héherer 
Enzymkonzentration wiire deshalb wiinschenswert. 

Die Hemmwirkung des D-Alanyl-Peptids ist, verglichen mit ent- 
sprechenden Hemmreaktionen bei anderen proteolytischen Enzymen, 
relativ gering. Das liegt wahrscheinlich daran, da das Substrat Carbo- 
benzoxy-prolyl-alanyl-glycyl-prolin-amid vom Enzym besser gebunden 
wird als das entsprechende Hydroxyprolinderivat. 

Der Abbau der natiirlichen Substrate wurde dadurch verfolgt, dal 
mit einem pu-Stat die Laugemenge registriert wurde, die fiir die Kon- 
stanthaltung des pu-Wertes wihrend der Hydrolyse zugegeben werden 
mu. Die Gesamtmenge der hydrolysierten Bindungen wurde nach Be- 
endigung der Reaktion mit Hilfe der Ninhydrinreaktion bestimmt. Die 
Versuchsergebnisse sind in Tab. 4 aufgefiihrt, zwei Beispiele fiir den Hy- 
drolyseverlauf bei denaturiertem und nativem Kollagen in Abb. 3. 
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Abb. 3. Hydrolyse von Hautkollagen (unléslich, nativ) (a) und Knochenkollagen 
(unléslich, denaturiert) (b), Hydrolysegrad in %, des Endwertes. 
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Tab. 4. Abbau verschiedener Fraktionen von Rinderkollagen durch Kollagenase. 




















Anteil Durch Hydrolysierte 
. in % des | Kollagenase | Bindungen 
Frektion Ausgangs- | nicht gelést | in ~Mol/g ge- 10°v4* 
materials (%) lést. Anteil 
1. (GGIAGAG: cule ste x < _- — 1760 300 
2. Knochenkollagen, unlésl. 
in 4m Guanidinrhodanid . 70 10,2 1500 80 
3. Knochenkollagen, lésl. 
in 4m Guanidinrhodanid . 30> 0 1450 90 
4. Sehnenkollagen, unlésl. 
in 4m Guanidinrhodanid . 90 3,7 1540 90 
5. Sehnenkollagen, lésl. 
in 4m Guanidinrhodanid . 8,2 36 1500 80 
6. Hautkollagen, unlésl. 
in Citratpuffer, py 3,6. . 75 4,9 2050 17 
7. Hautkollagen, lésl. 
in Citratpuffer, py 3,6 . . 25 0,5 2160 24 
8. DNP-Kollagen aus Nr. 2 . — 11,0 1450 17 


a) In Mol/l pro Min. pro mg Enzym-N/ml. 
b) EinschlieBlich 7% einer in 1m KSCN loéslichen Fraktion, die jedoch nicht untersucht wurde. 





Wiahrend bei den denaturierten Kollagenen Nr. 2—5 der Hydrolyse- 
verlauf qualitativ der gleiche ist wie bei der Gelatine, ist er bei den nati- 
ven Kollagenen 6 und 7 sowie auch beim nativen Sehnenkollagen und bei 
DNP-Kollagen (8) iiber einen gréBeren Bereich linear. Die Abbau- 
geschwindigkeit ist also nicht so sehr durch die individuelle Empfindlich- 
keit der einzelnen Bindungen gegeben, sondern es mu ein anderer 
Schritt als die eigentliche Hydrolyse geschwindigkeitsbestimmend sein. 
Die, verglichen mit der Gelatine, 13—15mal langsamere Hydrolyse der 
nativen Kollagene hingt nur zum geringen Teil damit zusammen, da} 
es sich bei der Gelatine um eine homogene Reaktion handelt. Ein ahn- 
licher Unterschied wurde auch von Seifter und Mitarbeitern® beim 
léslichen Kollagen aus Schwimmblasen und der daraus gewonnenen Gela- 
tine beobachtet. Das Geschwindigkeitsverhaltnis war hier 1:10. Durch 
gleichzeitige Einwirkung von Kollagenase auf Gelatine und natives Kol- 
lagen konnten die Autoren zeigen, da die Bindung des Enzyms bei bei- 
den etwa gleich stark ist. Der Unterschied kann also nicht darauf beruhen, 
dai die Kollagenase beim nativen Kollagen nur ungeordnete oder denatu- 
rierte Bereiche angreift. Da nach dem dreistrangigen Kollagen-Modell von 
Rich und Crick? die gegenseitige Lage der Ketten weitgehend fixiert ist, 
wurde von den Verfassern die Méglichkeit einer Riickbildung von Peptid- 
bindungen diskutiert, die durch die Fixierung der beiden Kettenenden 
in ihrer urspriinglichen Lage erméglicht werden soll. Sie erscheint jedoch 
aus thermodynamischen Griinden wenig wahrscheinlich, es sei denn, man 
nimmt an, daB eine Solvatation der beiden geladenen Kettenenden nicht 








18 A.Rich u. F. H. C. Crick, Nature [London] 176, 915 [1955]. 
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oder nur teilweise eingetreten ist. Eine bessere Erklirung besteht in der 
Annahme, daB der Zutritt des fiir die Hydrolyse notwendigen Wassers 
gehindert ist, da in den dreistrangigen Kettenbiindeln kein frei beweg- 
liches, sondern nur Hydratationswasser vorhanden ist und die zu hydro- 
lysierende Peptidbindung nach aufen durch das Enzym abgeschirmt 
wird. 

Die in Tab. 4 aufgefiihrten Versuche waren u. a. mit dem Ziel unter- 

nommen worden, Unterschiede zwischen den Kollagenen verschiedener 
Gewebe und einzelner Kollagenfraktionen aufzufinden, die in der Amino- 
siurezusammensetzung nicht zum Ausdruck kommen. Vergleicht man 
Sehnenkollagen und Knochenkollagen, so ist, abgesehen vom unter- 
schiedlichen Verhalten gegen Guanidinrhodanid kein Unterschied fest- 
zustellen. Auch bei den N-terminalen Aminosiuren konnten, ebenso wie 
beim Hautkollagen, weder beim Extrakt noch im unléslichen Anteil 
andere Aminosiuren als Glycin festgestellt werden. Aus der Anzahl der 
gespaltenen Bindungen und der Spezifitaét der Kollagenase laiBt sich 
schlieBen, daB der Anteil der Peptidkette mit der Modellsequenz -P-X- 
Gly- (P = Prolin oder Hydroxyprolin) beim Knochen- und Sehnen- 
kollagen 43—65% und beim Hautkollagen 60—90% betriigt, je nachdem 
ob ausgedehnte Bereiche der Modellstruktur oder Gruppen von -(P-X- 
Gly),- mit Bereichen anderer Sequenz abwechseln (vgl. 1. c.?). Um das 
Problem der Unterschiede im Aufbau der Kollagene naher zu unter- 
suchen, wurden die Hydrolysate Nr. 2—7 der kombinierten Papierelek- 
trophorese und -chromatographie nach Ingram‘ unterworfen. Enzyma- 
tische Hydrolysate von Proteinen mit unterschiedlicher Primarstruktur 
ergeben dabei nach dem Anfirben ein charakteristisches Fleckenmuster, 
das als ,,fingerprint“ bezeichnet wurde. Das bei den Kollagenhydroly- 
saten entsprechende Muster ist in Abb. 4 wiedergegeben. Die nicht nume- 
rierten Flecke traten bei allen Fraktionen auf. Die einzelnen Fraktionen 
lieBen sich wie folgt charakterisieren : 

a) Knochenkollagen: 1 schwach, 2, 5, 6, 7 u. 8 fehlen. Unléslicher 
Anteil und Guanidinrhodanidextrakt unterscheiden sich nicht. 

b) Sehnenkollagen: 1 schwach, 2, 6, 7 u. 8 fehlen; 5 war nur beim los- 
lichen Anteil nachweisbar, bei dem auch 4 eine Aufspaltung in 3 Flecke 
zeigte und zusitzlich ein schwacher Fleck oberhalb von 3 auftrat. Die 
Aufspaltung von 4 kann evtl. durch eine liingere Laufzeit bei der Pa- 
pierchromatographie bedingt sein. 

c) Hautkollagen: 1 beim léslichen Anteil stark, beim unléslichen 
schwach; 3 u. 5 fehlten bei beiden, beim unldslichen Anteil fehlt auBer- 
dem noch 7. 

Die Versuche bestiitigen beim Haut- und Sehnenkollagen die Ansicht von 

Balo und Mitarbeitern’® sowie von Saidess und Michailow!®, nach 








14V.M. Ingram, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 28, 539 [1958]. 
15 J. Balo, J. Bangau. P. Szabo, Acta physiol. Acad. Sci. hung. 9, 61 [1956]. 
16 A. L. Saidess u. A. N. Michailow, Leicht-Ind. (russ.) 17, 25 [7 950] zit. 
nach Chem. Zbl. 1958, 6290. 
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Abb. 4. Kollagenasehydrolysat von Rinderkollagen. Auftrennung durch Papier- 
chromatographie und -elektrophorese. 


der Kollagen aus mindestens 2 verschiedenen Komponenten besteht. Es 
kann sein, daB beim Knochenkollagen eine hier nicht untersuchte, in 1m 
KSCN lésliche Fraktion (Tab. 4) ein abweichendes Fleckenmuster gibt. 
Die Unterschiede treten jedoch nur bei Flecken geringer Intensitiit auf. 
Um festzustellen, ob evtl. auch hier nicht erfaBbare Unterschiede bei den 
starken Flecken der neutralen Peptide (Abb. 4, mittlere Siule) nachweis- 
bar sind, wurden von den Hydrolysaten des unléslichen Haut- und Kno- 
chenkollagens zweidimensionale Papierchromatogramme in Butanol/ 
Essigsiiure/Wasser 4:1:5 und Phenol/Butanol/Essigsiure/Wasser 5:2,5: 
1:5 angefertigt. Bei den starken Flecken und dem gréften Teil der 
schwachen war kein Unterschied erkennbar. Es sind also geringe Unter- 
schiede in der Primarstruktur der Kollagene aus verschiedenen Geweben 
sowie in den sich durch ihre Léslichkeit unterscheidenden Fraktionen 
vorhanden. Der allgemeine Bau stimmt jedoch, soweit es die hier ange- 
wandten Methoden erkennen lassen, weitgehend iiberein. Wie Seifter 
und Mitarbeiter® zeigten, ist der Unterschied zwischen Rinderhaut- und 
Karpfenkollagen (Schwimmblase) wesentlich gréfer, was auch in der 
Aminosiurenzusammensetzung zum Ausdruck kommt. 

Ein weiteres Problem, zu dessen Klirung der Abbau mit Kolla- 
genase beitragen kann, ist die im Elektronenmikroskop sichtbare Quer- 
streifung der Kollagenfibrillen. Nach Bear!’ handelt es sich bei den 


17 R.S. Bear, Advances Protein Chem. 7, 69 [1952]. 
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dunklen Streifen um ungeordnete Bereiche, in denen schwere und polare 
Aminosaurereste angehiuft sind, wihrend die helleren Streifen (inter- 
bands), die aus iiberwiegend leichten Resten bestehen, geordnete Anteile 
darstellen. Kiihn, GraBmann und Hofmann!® konnten zeigen, dab 
die Verstiirkung und Verschirfung der Querstreifen durch Phosphor- 
wolframsaure auf eine Bindung der Phosphorwolframationen durch die 
Guanidogruppen der Argininreste zuriickzufiihren ist. Ihre Wirkung 
beruht darauf, daB durch Einlagerung der Phosphorwolframationen zwi- 
schen die Dreierketten des Kollagens eine gegenseitige Ausrichtung senk- 
recht zur Faserachse erfolgt. Die beim Kollagenaseabbau des Kollagens 
auftretende Menge des C-terminalen Arginins sollte nun zeigen, in wel- 
chem Umfange sich das Arginin, also die mit Phosphorwolframsaure sicht- 
bare Streifung in den Bereichen der Fibrillen befindet, welche die Modell- 
struktur aufweisen. Eine genaue Bestimmung des C-terminalen Arginins 
st6Bt jedoch auf besondere Schwierigkeiten. Der in Tab. 1 unserer ersten 
Mitteilung iiber Kollagenase? angegebene Wert von 30—40 Mol/10° g 
Kollagen ist eine Schitzung auf Grund des bei der Hydrazinolyse gebilde- 
ten Ornithins, die wegen der geringen Ausbeute an Ornithin recht un- 
sicher ist. Auch die Reduktionsmethoden zur Bestimmung C-terminaler 
Aminosiuren!®2° sind fiir Arginin nicht ohne weiteres anwendbar. Es 
wurde deshalb_versucht, die Menge des C-terminalen Arginins durch 
sukzessiven Abbau von DNP-Kollagen mit Kollagenase und Trypsin zu 
ermitteln. Die bereits durch Kollagenase gespaltenen Arginylbindungen 
sollten bei der anschlieBenden Hydrolyse mit Trypsin als Minderbetrag 
gegeniiber der Trypsinspaltung ohne Kollagenasebehandlung zum Aus- 
druck kommen. Gefunden wurde bei der Spaltung von DNP-Kollagen 
durch Kollagenase 145 Mol/10° g Kollagen und zusiitzlich durch Trypsin 
gespaltene Bindung 36,0 Mol/10° g. Bei der direkten Hydrolyse von 
DNP-Kollagen mit Trypsin wurden 48,5 Mol/10° g gefunden. Die Diffe- 
renz gegeniiber dem unbehandelten DNP-Kollagen betrigt also 12,5 
Mol/10° g bei einem Gesamtgehalt an Arginin von 52,5 Mol/10° g. Zur 
Kontrolle wurde umgekehrt das DNP-Kollagen erst mit Trypsin und 
dann mit Kollagenase abgebaut, wobei zusiitzlich durch Kollagenase nur 
113 Mol/10* g gefunden wurden. Die Differenz betriagt also jetzt 32 Mol/ 
10° g. Dieser Unterschied la8t sich nur zum geringen Teil darauf zuriick- 
fiihren, daB durch Trypsin Arginyl-prolyl-Bindungen gespalten werden, 
was dann in der Sequenz -Pro-X-Gly-Pro eine freie Iminogruppe zur Folge 
hat und so die anschlieBende Hydrolyse der Bindung X-Gly verhindert. 
Der Anteil dieser Bindungen liegt, wie aus dem Unterschied der mit 
Dinitrofluorbenzol gefundenen Endgruppen und dem durch Titration 
ermittelten Wert, bei etwa 6 Mol/10° g. Fiir die noch verbleibende Diffe- 
renz von 13,5 Mol/10° g kann keine Erklirung gegeben werden. Der Mef- 


18K. Kiihn, W. GraBmann u. U. Hofmann, Naturwissenschaften 44, 538 
[1957]; Z. Naturforsch. 18b, 154 [1958]. 
19 W. GraBmann u. K. Kihn, diese Z. 301, 1 [1955]. 
20 A.C. Chibnall u. M. W. Ress, Biochem. J. 68, 105 [1958]. 
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fehler liegt bei héchstens 5 Mol/10° g. Immerhin kann man sagen, dab 
der Anteil des Arginins, der sich in dem geordneten Bereich mit der Mo- 
dellstruktur befindet, héchstens 50%, wahrscheinlich aber nur 25—30% 
betragt. In Erginzung zu der von Graf mann und Mitarbeitern™ durch- 
gefiihrten Untersuchung iiber die Verteilung der polaren und cyclischen 
Aminosiuren in Peptiden aus Tropokollagen stellt dieses Ergebnis eine 
weitere experimentelle Stiitze fiir die von Bear?!’ ausgesprochene An- 
sicht iiber die Querstreifung des Kollagens dar. Mit dieser Verteilung der 
polaren Aminosauren steht auch das Verhalten des DNP-Kollagens bei 
der Hydrolyse durch Kollagenase im Einklang, die nicht wie bei den 
denaturierten Kollagenen, sondern wie bei den nativen Kollagenen ver- 
liuft (vgl. Abb. 3, Tab. 4), obwohl das DNP-Kollagen aus denaturiertem 
Knochenkollagen gewonnen wurde. Man kann annehmen, da’ durch die 
DNP-Reste ein zusitzlicher Zusammenhalt der Ketten bewirkt wird, 
wobei die Haftstellen so verteilt sind, daB es im Gegensatz zur Spaltung 
mit Trypsin erst bei weiter fortgeschrittener Hydrolyse zum Auseinander- 
fallen der Aggregate kommt. Hydrolysiert man erst mit Trypsin und 
nach dessen Inaktivierung mit Diisopropylfluorphosphat mit Kollagenase, 
so entspricht der Verlauf dem der denaturierten Kollagene bzw. der Ge- 
latine. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Verband der 
Chemischen Industrie, Fonds der Chemischen Industrie, sind wir fiir finanzielle 
Beihilfen zu groBem Dank verpflichtet. Herrn Dr. R. Bonicke, Tuberkulose- 
Forschungsinstitut Borstel, danken wir fiir die Uberlassung des Clostridienstammes 
und seine Hilfe bei der Kultur der Mikroorganismen. AuBerdem danken wir Herrn 
Dr. P. M. Gallop, New York, fiir eine Kollagenaseprobe sowie Frau Dr. J. H. Bowes, 
Egham, Surrey, und der Carl Freudenberg AG, Weinheim, fiir die Uberlassung 
von Kollagenproben. Herrn cand. chem. G. Biernoth danken wir fiir die sorgfaltige 
Ausfiihrung der papierelektrophoretisch-chromatographischen Untersuchungen. 


Beschreibung der Versuche 


Gewinnung der Kollagenase: Der Nahrboden fiir die Kultur der Mikro- 
organismen hatte folgende Zusammensetzung”?*: 50g Fleischpepton ,,Merck*, 
20 g Na,HPO, - 12 H,O, 1,9 g KH,PO,, 80 mg MgSO, - 7 H,0, 5 ml Vitaminlésung 
(je 20 mg Calciumpantothenat, Pyridoxin, Thiamin und Nicotinsdiure und je 2 mg 
Riboflavin, Biotin und Folsaure pro 100 ml), 1000 m/ Wasser. Nach Einstellung 
auf px 7,4 wurde durch zweimaliges Erhitzen auf 105—108° je 14 Stde. im Abstand 
von 24 Stdn. sterilisiert. 

Bei den hier verwendeten Mikroorganismen handelte es sich um Clostridium 
histolyticum Stamm 5, der freundlicherweise von Herrn Dr. R. Bénicke, Tuber- 
kulose-Forschungsinstitut Borstel, der auch die Vorzucht ausfiihrte, zur Verfiigung 
gestellt wurde. Diese Vorkultur konnte in zugeschmolzenen Ampullen mehrere Monate 
im Kihlschrank aufbewahrt werden, ohne ihre Keimfahigkeit zu verlieren. Mit dieser 
Stammkultur wurden Reagenzglaser mit 10 m/ Nahrlésung beimpft, die zusatzlich 


— W. Gra8Bmann, K. Hannig, H. Endres u. A. Riedel, diese Z. 306, 123 
22 J. McLennan, I. Mandl, E. L. Howes, J. clin. Invest. 82, 1317 [1953]. 


23 R. Monier, G. Litwack, M.Somlou. B. Labouesse, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 18, 71 [1955]. 
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10-8m Natriumthioglykolat enthielten. Die Sterilisation der Thioglykolatlésung so. 
wie der beim Hauptansatz zugesetzten Eisen (I1)-sulfatlésung (0,7 g FeSO, - 7 H,0, 
2 mg MnCl, und 2- 10-8m CaCl, pro Liter Nahrlésung) erfolgte durch eine Jenaer 
Glasfritte G5. War nach 24—48 Stdn. starkes Wachstum eingetreten, so wurde 
nochmals in die gleiche Nahrlésung iibergeimpft. Mit der 20 Stdn. alten Kultur 
wurde dann der mit Eisen(II)-sulfat versetzte Hauptansatz beimpft. Die GréBe 
des Inoculums lag bei 2—3°% des Endvolumens. Die Bebriitung der Kulturen er. 
folgte bei 37° in Exsikkatoren, aus denen durch mehrfaches Evakuieren und Fiillen 
mit Stickstoff der Sauerstoff entfernt war und die auSerdem noch sodaalkalische 
Pyrogallolésung enthielten. GréBere Ansitze wurden in 4-l-Rundkolben durch. 
gefiihrt, die nach dem Beimpfen mehrfach evakuiert und mit Stickstoff gefiillt 
wurden. Der sorgfaltige Ausschlu8 von Sauerstoff ist erforderlich, da geringe 
Mengen zwar das Wachstum und die Enzymbildung nicht hemmen, jedoch die 
Bildung der Begleitenzyme stark fordern. Nach etwa 18 Stdn. wurde die Haupt- 
menge der Mikroorganismen durch Zentrifugieren und der Rest durch Filtration 
durch eine Glasfritte G 5 abgetrennt. Das Filtrat wurde mit 400 g Ammoniumsulfat/l 
versetzt und blieb iiber Nacht bei 5° stehen. Die Fallung wurde abzentrifugiert und 
nach dem Lésen in wenig Wasser gegen Leitungswasser dialysiert. Pro ml dialy- 
sierter Lésung wurden 0,8 mi gesitt. Ammoniumsulfatlésung, pq_7,5, zugegeben, 
der nach 3stdg. Stehenlassen im Kiihlschrank ausgefallene Niederschlag abzentri- 
fugiert und verworfen. Der Uberstand wurde mit weiteren 1,2 ml Ammoniumsulfat- 
lésung/ml Ausgangslésung versetzt und iiber Nacht im Kiihlschrank stehengelassen. 
Der Niederschlag wurde abzentrifugiert, in wenig Wasser gelost, gegen Leitungs- 
wasser 24 Stdn. dialysiert und gefriergetrocknet. Aus insgesamt 101 Kulturfiltrat 
wurden 315 mg Kollagenase erhalten. 


Fir die Saulenchromatographie wurde Diathylaminoathyl-Cellulose 
(,,Serva‘‘ Entwicklungslabor, Heidelberg) verwendet, die durch Schlammen von 
feinen Anteilen befreit wurde. Die Fiillung der Saulen erfolgte in der Weise, da8 
soviel von einer wiBr. Suspension der Cellulose in die Saule gegossen wurde, daB 
nach dem Absetzen eine etwa 2,5 cm hohe Schicht entstand. Diese wurde mit einer 
genau passenden Scheibe Filtrierpapier bedeckt und dann die Fiillung in dieser 
Weise wiederholt, bis die gewiinschte Héhe erreicht war. Die Saule wurde dann 
mit dem fiir die Elution verwendeten Puffer gewaschen, bis die unten abtropfende 
Fliissigkeit den gleichen py-Wert hatte wie die aufgegebene. Bei einer Elutions- 
geschwindigkeit von 15—20 ml/Stde. wurden Fraktionen zu 3,5 ml aufgefangen, 
in denen der Proteingehalt durch Messung der UV-Absorption bei 280 my bestimmt 
wurde. Zusammengehérende Fraktionen wurden vereinigt, mit Ammoniumsulfat 
gesittigt und iiber Nacht im Kihlschrank aufbewahrt. Der Niederschlag wurde 
abzentrifugiert, in wenig Wasser gelést, 24 Stdn. gegen Leitungswasser dialvsiert 
und gefriergetrocknet bzw. bei geringen Enzymmengen eingefroren und bei — 20° 
auf bewahrt. Im Gegensatzzuden Angaben von Gallop und Mitarbeitern®, trat beider 
Fraktion A, beim Aufbewahren der eingefrorenen Lésung ein allmahlicher Aktivitats- 
verlust ein (40% in 6 Wochen). Dabei schied sich ein feinkérniger Niederschlag ab; 
die spezifische Aktivitat des in Lésung verbliebenen Anteils veranderte sich nicht 
wesentlich. Bei der von Dr. Gallop zur Verfiigung gestellten Probe trat diese Er- 
scheinung nur in sehr geringem Umfang auf (Aktivitatsverlust in 4 Wochen 10°,), 


Als Substrat fiir die Bestimiiung der Gelatinase-Aktivitat diente eine 
Lésung von 5 g Gelatine (lufttrocke::) in 100 m/ 0,05m Tris-HCl-Puffer*, py 7,0—7.1, 
mit 0,005m CaCl,. In eine Reihe Reagenzglaiser 16 x 160 mm wurde 1 ml Enzym- 
lésung pipettiert, wobei bei véllig unbekannten Substanzen zunachst eine dekadische 
Verdiinnungsreihe gewahlt wurde. Bei Substanzen mit einem annahernd bekannten 
Enzymgehalt wurde die Verdiinnungsreihe so gewahlt, da8 man mindestens zwei 
Glaser mit 0,4—0,8 Gelatinase-Einheiten hatte. Man gab dann 3 ml Gelatinelésung 
hinzu, schiittelte um und bebriitete 30 Min. bei 37° im Thermostaten. Die Glaser 


* Tris = Tris-[hydroxymethyl]]-aminomethan. 
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wurden dann in ein Eisbad gestellt, in der ersten Minute haufig hin und her ge- 
schwenkt, um sie schneller abzukiihlen, und dann die Erstarrungszeit bestimmt. 
Als Erstarrungszeit gilt die Zeit, bei der die Gelatine beim Neigen des Glases gerade 
nicht mehr flieBt. Die Anzahl der Gelatinase-Einheiten wird auf einer Kichkurve 
abgelesen. Als Gelatinase-Einheit GE ist die Enzymmenge definiert, die gerade ein 
Erstarren der Gelatinelésung unter den Versuchsbedingungen verhindert. Der 
mittlere Fehler einer Einzelbestimmung lag bei 7—8%. Fiir die Kontrolle der 
Kollagenase wurde die Verdiinnungsreihe so gewahlt, daB mindestens zwei oder 
drei Glaser in den giinstigsten Ablesebereich von 3—20 Min. fielen, so daB der 
Fehler einer Bestimmung immer unter 5% lag. 

Es ist méglich, daB mit Gelatinen verschiedener Fabrikate etwas unter- 
schiedliche Werte fiir den Enzymgehalt eines gegebenen Enzympraparats gefunden 
werden. Der Fall wurde jedoch nicht naher untersucht, da immer die gleiche 
Gelatine verwendet wurde und die Messung nur zur Kontrolle der Isolierungs- und 
Reinigungsoperationen und dem Vergleich verschiedener Kollagenasepraparate 
dienen sollte. Die vom Hersteller (Deutsche Gelatine Fabriken, Géttingen) an- 
gegebenen physikalischen Daten der hier verwendeten alkalisch vorbehandelten 
Gelatine aus Rinderknochen sind: 

Isoelektrischer Punkt: px 4,9 
Gelfestigkeit nach Bloom: 200 g bei einer Gelatinekonzentration von 6,67% bei 

10°, pH 5,8 

Viskositat: 6,0 cp bei 60°, pH 5,8 bei einer Gelatinekonzentration von 10%. 


Als Substrat fiir die Bestimmung der Proteinase-Aktivitat diente eine 
lproz. Lésung von denaturiertem Casein nach Hammarsten (Merck) in 0,05m 
Tris-HCl, px7,2. Zur Herstellung wurde das Casein in der Tris-Lésung gelést, mit 
2n HCl auf pH 7,2 eingestellt und im siedenden Wasserbad 15 Min. erhitzt. In 
Reagenzglaser wurde 1 mi der geeignet verdiinnten Enzymlésung pipettiert, 4 ml 
Substrat hinzugegeben und 1 Stde. bei 37° im Thermostaten bebriitet. Dann wurden 
5ml 5Sproz. Trichloressigsiure hinzugegeben, nach dem Umschiitteln 30 Min. 
stehengelassen und filtriert. Im Filtrat bestimmte man die Extinktion bei 280 my. 
Als Proteinase-Einheit PE ist die Enzymmenge definiert, die unter den Versuchs- 
bedingungen im Filtrat eine Erhdhung der Extinktion gegeniiber dem in gleicher 
Weise behandelten Blindwert von 4Z5,4" = 0,100 bewirkt. Die Abhangigkeit der 
Extinktionserhéhung von der Enzymmenge ist bis zu 4H.) = 0,7 linear. Kristalli- 
siertes Chymotrypsin (Worthington Biochemicals) hatte nach dieser Methode eine 
Aktivitat von 850 PE/mg. 


Zur Synthese der Peptidderivate vgl. vorstehende Mitteilung!. 


Die Isolierung und Reinigung des Knochenkollagens erfolgte in An- 
lehnung an eine von Eastoe und Eastoe* gegebene Vorschrift. Von einem frischen 
Oberschenkelknochen vom Rind wurde der kompakte Mittelteil herausgesigt, von 
Mark, Fleisch- und Sehnenresten befreit, im Mérser grob zerschlagen und nach dem 
Trocknen im Exsikkator mit Ather entfettet. Die Stiicke wurden dann weiter 
zerkleinert (< 0,5 mm) und 5 Tage bei py 2,5—2,0 und 5° mit schwefliger Saéure 
behandelt. Das Kollagen wurde calciumfrei gewaschen, 1 Tag bei px7,0 mit 10proz. 
NaCl-Lésung behandelt und dann zur Entfernung von Mucoproteiden 3 Tage mit 
10proz. CaCl,-Lésung, py 9,0, extrahiert. Die Lésung wurde tiaglich gewechselt. 
Der Riickstand wurde chloridfrei gewaschen und im Exsikkator getrocknet. 


Aschegehalt 0,5—0,8%. 


Hydroxyprolin 140 + 1 mg/g, best. nach Neuman und Logan?® in der 
Modifikation von Martin und Axelrod**; Literaturwert?’ 141 mg/g. 


24 J. E. Eastoe u. B. Eastoe, Biochem. J. 57, 453 [1954]. 

25 R.E. Neuman u. M.E. Logan, J. biol. Chemistry 184, 299 [1950]. 
26 C.J. Martin u. A. E. Axelrod, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 83, 461 [1953]. 
27 J. E. Eastoe, Biochem. J. 61, 589 [1955]. 
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Tyrosin 10,1 + 0,2 mg/g, best. nach Grau?*; Literaturwert?’ 5,6 mg/g 
(Ninhydrinmethode). 

Zur Fraktionierung wurde das Kollagen 2—3 Stdn. in der 20fachen Menge 
1m Kaliumrhodanidlésung quellen gelassen, 2 Stdn. bei 15—20° in einer gekiihIten 
Kugelmiihle gemahlen und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Der unlésliche 
Anieil wurde abzentrifugiert und zweimal mit dem doppelten Volumen Kalium- 
rhodanidlésung gewaschen. Uberstand und Waschlésungen wurden vereinigt und 
gegen Leitungswasser dialysiert. Der feuchte Riickstand wurde mit so viel Guanidin- 
rhodanid versetzt, bis mit dem darin enthaltenen Wasser eine 4m Lésung entstand. 
Dann wurde das 3—4fache Vol. 4m Guanidinrhodanid-Lésung zugegeben und iiber 
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde zentrifugiert und der 
Riickstand zweimal mit den doppelten Vol. 4m Guanidinrhodanid-Lésung und dann 
mit Wasser gewaschen und gefriergetrocknet. Der Uberstand und die beiden ersten 
Waschlosungen wurden vereinigt und gegen Leitungswasser dialysiert. Da sich aus 
der dabei gebildeten Gallerte, ebenso wie beim Kaliumrhodanid, die letzten Reste 
Denaturierungsmittel nur sehr langsam entfernen lieBen, wurde die Gallerte mit 
Alkohol verrieben, getrocknet und dann mit Wasser gewaschen, bis sich im Filtrat 
kein Rhodanid mehr nachweisen lieB. 

Das lésliche und unlésliche Hautkollagen war uns von Dr. J. H. Bowes, 
British Leather Manufacturers’ Research Association, Egham, Surrey, zur Ver- 
fiigung gestellt worden, und war nach Bowes, Elliot und Moss?® isoliert worden. 
Das Sehnenkollagen (aus Achillessehnen vom Rind) war eine Gabe der Carl Freuden- 
berg AG, Weinheim. Die Extraktion mit Guanidinrhodanid erfolgt wie beim 
Knochenkollagen angegeben. 

Zur Darstellung von DNP-Kollagen wurden 2 g denaturiertes Kollagen 
(gefriergetrocknet) in 50 ml 4proz. NaHCO,-Lésung 24 Stdn. mit 1 ml 2.4-Dinitro- 
fluorbenzol bei 25—27° geriihrt. Die Suspension wurde zentrifugiert und mit Wasser 
gewaschen bis der Uberstand farblos war. Dann wurde mit Methanol gewaschen, 
um das iiberschiissige Dinitrofluorbenzol zu entfernen. Nach einer nochmaligen 
Wasche mit Wasser wurde das DNP-Kollagen gefriergetrocknet. Ausbeute 1,9 g. 


Fir die qualitativen Versuche zur Hydrolyse der synthetischen Sub- 
strate wurden 10 mg Substrat in 1 m/ 0,05m Tris-HCl-Puffer, p7,3, gelést, der 
0,005m CaCl, enthielt. Die Lésung wurde mit 0,3—0,4 mg Kollagenase (2. Am- 
moniumsulfatfallung) bei 37° bebriitet. Nach verschiedenen Zeiten wurden Proben 
zu 0,02 ml (dreimaliges Auftropfen) papierchromatographisch untersucht. Um die 
Enzymwirkung abzubrechen, wurde die noch feuchte Auftropfstelle einige Minuten 
iiber eine Schale mit Eisessig gehalten. Als Laufmittel dienten n-Butanol/Eisessig/ 
Wasser 9:1:2 und Pyridin/i-Amylalkohol/Wasser 7:7:6. Angefarbt wurde mit 
Ninhydrin und mit Chlor und o-Tolidin/KJ*°. 

Die quantitative Untersuchung der Hydrolyse geschah wie folgt: Etwa 
20—25 uMol Substrat wurden in 1 ml 0,04m Veronal-HCl-Puffer, pq7,9—8,0, 
gelést, der auBerdem noch 0,005m CaCl, enthielt. Dann wurden 0,05—0,15 ml 
Enzymloésung, enthaltend 10—50 Gelatinase-Einheiten, je nach Empfindlichkeit 
des Substrats, zugesetzt und bei 30° im Thermostaten bebriitet. Im Abstand von 
zunachst 5, spiter 10—30 Min. wurden Proben von 0,05 mi entnommen und in 
1 ml 1 proz. Essigsaure pipettiert und zum Sieden erhitzt. Nach Ende der Versuchs- 
reihe wurden 0,5 ml Acetatpuffer und 0,5 m/ Ninhydrinlésung nach Rosen*! zu- 
gesetzt und 15 Min. auf 100° erhitzt, um die freigesetzten Aminogruppen zu be- 
stimmen. Gleichzeitig wurden zwei Blindwerte und zwei Glaser mit bekannten 
Mengen Glycin oder Leucin mitgefiihrt. Nach Verdiinnen mit 10 ml 50proz. 
Propanol-(2) wurde die Extinktion bei 570 mu gemessen. Die Auswertung erfolgte 











































28 C. R. Grau, J. biol. Chemistry 168, 485 [1947]. 
29 J. H. Bowes, R.G. Elliott u. J. A. Moss, Biochem. J. 61, 143 [1955]. 
30 F. Reindel u. W. Hoppe, Chem. Ber. 87, 1103 [1954]; P. W. G. Smith, 
J. chem. Soc. London 1957, 3985. 
31 H. Rosen, Arch. Biochem. Biophysics 67, 10 [1957]. 
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graphisch, wobei wegen einer teilweisen Cyclisierung des freigesetzten Glycyl-prolin- 
amids zum Glycyl-prolyl-anhydrid ein aus Einwaagekonzentration und gefundenem 
Endwert ermittelter Korrekturfaktor angebracht wurde. Kontrollversuche zeigten, 
daB diese Cyclisierung nur bei der Hydrolyse eintritt und daB die spontane Cycli- 
sierung bei den hier vorliegenden py-Werten zu vernachlassigen ist. 


Die Bestimmung der beim Abbau der natiirlichen Substrate auf- 
tretenden N- und C-terminalen Aminosauren erfolgte wie friiher beschrieben*?. Der 
Gelatineabbau wurde wie der der synthetischen Substrate untersucht. Die kine- 
tische Untersuchung der iibrigen Substrate erfolgte durch Messung des Verbrauchs 
an Natronlauge bei konstantem py-Wert, der durch einen pq-Stat (Titrigraph der 
Fa. Radiometer, Kopenhagen) registriert wurde. Es erwies sich als zweckmaBig, 
folgende Anderungen bzw. Erganzungen am Gerat vorzunehmen: Das Reaktions- 
gefaB (etwa 20 x 60 mm) befand sich in einem weiteren GefaB, das von Wasser 
aus einem Thermostaten durchflossen wurde. Die Offnung der Kapillare, die fiir die 
Zufuhr der Natronlauge vorgesehen war, wurde auf etwa 0,1 mm verengt, wodurch 
sich eine Stérung infolge eines Ausgleichs von Lauge und Reaktionslésung durch 
Diffusion stark reduzieren lie8. Diese Stérung trat besonders gegen Ende der 
Hydrolyse auf, wo die Reaktionsgeschwindigkeit nur gering, die Pufferkapazitat 
aber infolge der freigewordenen Aminogruppen recht hoch war. Sie auBerte sich 
darin, daB die Laugezufuhr langere Zeit aussetzte und dann sprunghaft erfolgte. 
Weiter erwies es sich als notwendig, das Kohlendioxyd der Luft auszuschalten. 
Das geschah in der Weise, da8 ein gebogenes Glasrohr bis dicht iiber die Oberfliche 
der Lésung gefiihrt wurde, durch das ein CO,-freier Luftstrom geleitet wurde. Ein 
geringer Verdunstungsverlust infolge des verschiedenen Wasserdampfpartialdrucks 
von Waschlauge (Raumtemperatur) und Lésung (30°) wurde in Kauf genommen. 


Kine Suspension von 200 bis 300 mg Kollagen in 13 mi 0,005m CaCl, wurde 
nach Einstellung von pq7,5 mit 30—50 Gelatinase-Einheiten Kollagenase versetzt 
und der Hydrolyseverlauf registriert. Die Hydrolyse war nach 6—10 Stdn. beendet. 
Etwa vorhandene ungeléste Anteile wurden abzentrifugiert, der Uberstand ge- 
friergetrocknet und iiber P,O,; aufbewahrt. Die Gesamtmenge der gespaltenen 
Bindungen wurde mit Hilfe der Ninhydrinreaktion in den getrockneten Hydroly- 
saten nach Abzug entsprechender Blindwerte bestimmt. Die Blindwerte wurden 
an Knochengelatine und léslichem Hautkollagen gemessen, wobei in beiden Fallen 
der gleiche Wert gefunden wurde, so daB eine Ubertragung auf das Sehnenkollagen 
berechtigt erschien. 


Chromatographisch-elektrophoretische Untersuchung der Kolla- 
genhydrolysate: Die Papierelektrophorese erfolgt in Anlehung an die von 
Ingram" gegebene Vorschrift. Die Elektrophoreseapparatur enthielt eine kiihlbare 
Glasplatte (43 x 36 cm) und zwei gegeniiberliegende Trége mit Platinelektroden 
fir die Spannungszufuhr. Ein entsprechend zugeschnittener Bogen Whatman 
Nr.3 MM wurde mit Pufferlésung, py 6,4, (Pyridin/Eisessig/Wasser 9:0,4:290) 
getrankt und zwischen Filtrierpapier abgepreBt. Der Bogen wurde dann auf die auf 
—10° gekihlte Glasplatte gelegt und mit einer Gummirolle angedriickt. In der 
Mitte des Bogens, 10 cm von einem Rand entfernt, wurde die Peptidlésung auf- 
getragen (0,02 mi mit etwa 2 mg Substanzgemisch). Der Bogen wurde dann mit 
einer Glasplatte bedeckt und iiber Filtrierpapierstreifen mit den ElektrodengefaBen 
verbunden. Es ers ies sich als zweckmaBig, diese Verbindung nicht in der ganzen 
Breite des Bogens vorzunehmen, sondern nur mit 10—12 cm breiten Streifen, um 
die Stromstarke niedrig zu halten. Die Elektrophorese dauerte 114 Stdn. bei 
1650—1700 V. Die Stromstarke lag anfangs bei 25—30 mA und stieg im Verlauf 
der Elektrophorese auf 50 mA, obwohl die Temperatur der Kihlfliissigkeit auf 
—12° gesenkt wurde. 


Das Pherogramm wurde dann in waagerechter Lage getrocknet und 16 Stdn. 
mit der oberen Phase einer Mischung aus n-Butanol/Kisessig/Wasser 4:1:5 ab- 
steigend chromatographiert. Nach dem Trocknen wurde mit Ninhydrinlésung ein- 


~~. XIII. Mitteil.: K. Heyns u. G. Legler, diese Z. 806, 165 [1957]. 
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gespriht und 10 Min. bei 90° entwickelt. Um Tauschungen durch Flecke auszu- 
schalten, die evtl. von Fingerabdriicken oder Verunreinigungen herrihrten, wurden 
jeweils zwei Pherogramme angefertigt und nur die Flecke registriert, die auf beiden 
Chromatogrammen vorhanden waren. Ihr Nachweis sowie die eindeutige Zuordnung 
der einzelnen Flecke auf den trotz konstanter Bedingungen nicht genau identischen 
Chromatogrammen wurde dadurch erleichtert, da8 die Flecke zunachst eine 
charakteristische gelbe bis grauviolette Farbung aufwiesen, die erst iiber Nacht 
in die normale violette Ninhydrinfarbung iiberging. 


Zusammenfassung 


Die Hydrolyse von neun synthetischen Substraten, von Gelatine 
und von verschiedenen Fraktionen des Rinderkollagens durch Kollagenase 
wurde kinetisch untersucht. Die Hydrolysegeschwindigkeit der synthe- 
tischen Substrate vom Typ Cho-Pro-X-Gly-Pro-NH, ist sehr stark von 
der Art des Restes X abhingig und besonders niedrig bei X = Glycin 
und Glutaminsiure. Ist die Iminogruppe nicht blockiert, so wird die Ver- 
bindung nicht hydrolysiert, sondern wirkt als Inhibitor. Die Hydrolyse- 
geschwindigkeit der denaturierten natiirlichen Substrate, besonders der 
Gelatine, ist betrichtlich héher als die der synthetischen, was auf Grund 
der Unterschiede in der Hemmbarkeit durch Cystein auf geringe Unter- 
schiede im Mechanismus zuriickgefiihrt wird. Die Untersuchung von 
Kollagenase-Hydrolysaten durch kombinierte Papierelektrophorese und 
-chromatographie zeigt, daB sowohl Kollagene aus verschiedenen Ge- 
weben als auch durch ihre Léslichkeit unterscheidbare Fraktionen des 
gleichen Gewebes, geringe Unterschiede in der Primarstruktur aufweisen. 


Summary 


The hydrolysis, by collagenase, of nine synthetic substrates, gelatin, 
and different fractions of bovine collagen has been investigated kinet- 
ically. The rate of hydrolysis of substrates of the type Cbo-Pro-X-Gly- 
Pro-NH, depends very much on X;; it is especially low when X is glycine 
or glutamic acid. If the imino group is not blocked, the compound is not 
hydrolysed and acts as an inhibitor. The rate of hydrolysis of denatured 
natural substrates, especially of gelatin, is very much higher than that of 
the synthetic substrates. Differences in the inhibition by cysteine indicate 
slightly different mechanisms of hydrolysis. 

Investigation of the hydrolysates by combined paper electrophoresis 
and chromatography showed that slight differences in primary structure 
exist between collagens from different tissues as well as between fractions 
of different solubility from the same tissue. 


Professor Dr. Kurt Heyns, Institut fiir Organische Chemie des Chemischen 
Staatsinstituts der Universitat, Hamburg 36, JungiusstraBe 5—9. 
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Ergone und Anti-Ergone 
Von 
Hans von Euler 
Aus dem Vitamin-Institut der Universitat Stockholm 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1960) 
Herrn Professor Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburtstag gewidmet 


Die Beziehungen, die zwischen Wirkstoffen und Anti-Wirkstoffen, 
Ergonen und Antiergonen in chemischer wie auch in biologischer Hin- 
sicht bestehen, sind sehr mannigfache. So findet man unter den Anti- 
Ergonen, den Anti-Vitaminen, Anti-Hormonen, Anti-Wuchsstoffen fast 
alle wichtigeren Stoffklassen vertreten und ihre Gegen- oder Hemmungs- 
Wirkungen beruhen auf ganz verschiedenen Reaktionsmechanismen. 

Bei den Stoffpaaren Vitamin-Antivitamin — man verdankt dem 
Forscher, dem dieses Heft gewidmet ist’, wichtige Beitrige dazu — 
sind diese Mechanismen weitgehend aufgeklirt, wogegen hinsichtlich der 
Antienzyme noch viele einander widersprechende Angaben vorliegen. 


Die Problematik der Antienzyme beginnt schon bei der Nomen- 
klatur: Wahrend in alteren Arbeiten Anti-Enzyme als Enzyme behandelt 
wurden, macht sich in neuerer Zeit die Auffassung geltend, daB die 
Bezeichnung ,,Antienzyme“ Stoffen beliebiger chemischer Natur zu- 
kommt, die keineswegs zu den Enzymen gehoéren. Wie der Verf.? betont 
hat, waren eigentlich nur die durch parenterale Injektion von Enzymen 
im Organismus erzeugten, spezifisch hemmenden Stoffe als Antienzyme 
zu bezeichnen*. 


In Zusammenhang mit Versuchen iiber Urease, die altere Ergebnisse 
von Sumner und Mitarbeitern® bestitigten, wurde in diesem Institut 
mit K. Brandting und B.Séderling versucht, die Bildung einer 
Antiasparaginase nachzuweisen. 

Zur Darstellung der Asparaginase versetzten wir fein verteilte frische Kalbs- 
leber mit 20%, Glycerin und preBten nach 6 Stdn. den Brei stark aus. Von dem so 
erhaltenen PreBsaft wurden 10 Tle. mit 1 Tl. einer Mischung von 50%, Aceton, 
45%, Isopropylalkohol und 5% Essigsiure versetzt. Dadurch entstand eine (enzy- 
matisch wenig aktive) Fallung, die durch scharfes Abzentrifugieren entfernt wurde. 








* Wir schreiben dementsprechend ,,Antienzyme, im Gegensatz zu ,,Anti- 
Vitaminen“, ,,Anti-Hormonen“, Stoffen, die nicht serologisch gekennzeichnet sind. 

1 R. Kuhnu. K. Schwarz, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1617 [1941]; R. Kuhn, 
Chemie 55, 1 [1942]. 

2-H. v. Euler, Chemie der Enzyme, 2. Aufl., Bd. I, S. 390 [1920]. 

3 J.8. Kirk u. J. B. Sumner, J. biol. Chemistry 94, 21 [1931]; Zusammen- 
fassung iiber Antiurease: J. B. Sumner, Ergebn. Enzymforsch. 6, 201 [1937]. 
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Der an Asparaginase angereicherte Rest wurde nun mit einer kalten waBrigen 
Phosphatpufferlésung pq 7,6 versetzt, dann in eine Kaolin-Suspension eingetragen 
und mit dieser bei 5—10° iiber Nacht geriihrt. Die Elution von Kaolin erfolgte 
— entsprechend einem von R. Willstatter und E. Waldschmidt-Leitz zur 
Trypsin-Reinigung angewandeten Verfahren — mit Ammoniumphosphat. Die er- 
haltene, mit Essigsiure auf pq 7,4 eingestellte Elution wurde nun im Vak. auf !/; des 
Volumens eingeengt und erwies sich gegeniiber L-Asparagin sehr wirksam (17 Asp..- 
Einh.). 

1 Asparaginase-Einheit ist diejenige Enzymmenge, die 0,5 mMol (66 mg) 
Asparagin bei py8 im Volumen von 10 ml in 2 Stdn. zur Halfte spaltet. 

Zu Immunitits-Bestimmungen wurden zunichst Ratten verwendet, 
die aber schon in der zweiten Woche Vergiftungserscheinungen zeigten 
und nach intraperitonealer Injektion von etwa 3 Asp.-Einheiten ver- 
endeten. Wir waihlten dann Kaninchen als Versuchstiere (Sven Gard, 
Marg. Rydbom, Sv. Steffenburg). Im Verlauf von 4 Wochen zeigte 
sich eine schwache, aber deutliche Immunisierung: Von 6 Versuchstieren 
ertrugen 3 die intravenése Injektion von 140 Asp.-Einheiten. 

Bei orientierenden Versuchen iiber den (geringen) EinfluB der 
Aciditét auf die Fahigkeit der Asparaginase, Immunitat zu erzeugen, 
wurde eine bemerkenswerte Beobachtung gemacht: 

In 3 Kaninchen wurden unmittelbar nach den ersten 4 Asparaginase- 
Injektionen (zu je 10 Asp.-Einh.) je 5 mg Desoxyribonucleinsaiure (DNS) 
subcutan injiziert, im ganzen 20 mg DNS. In allen 3 Kaninchen stieg 
die Entwicklung der Immunitit durch die DNS-Zufuhr stark, so da8 
alle 3 Tiere bereits nach 3 Wochen eine intravenése Injektion von 
wenigstens 220 Asp.-Einh. ertrugen. 

Der gleiche Effekt der DNS wurde weder bei einem entsprechenden 
Versuch mit unserem Urease-Priparat, noch bei einem einzelnen Versuch 
mit Amino-polypeptidase (siehe unten) beobachtet. 


Weitere Versuche, Immunitaéts-Wirkungen an Antienzymen bzw. an Enzym- 
Antikérpern nachzuweisen, haben wir an einer Amino-polypeptidase aus Darm- 
schleimhaut von Kalb vorgenommen, und zwar nach einer von Waldschmidt- 
Leitz und Schaffner‘ beschriebenen Methodik. 

Der Umstand, da8 wir mit diesem Material nur unsichere Ergebnisse erhalten 
konnten, hangt vermutlich damit zusammen, daf in der Darmschleimhaut zahl- 
reiche Enzyme vorkommen, die eine Reinigung der einzelnen Komponenten und 
eine Isolierung der Antienzyme erschweren. 


Diskussion 


Da man nunmehr fast alle Enzyme als Proteine ansehen darf, kann 
man von den Enzymen, ebenso wie es bei der Urease schon seit langem 
bekannt ist®, allgemein die Fahigkeit zur Bildung serologisch nachweis- 
barer Antikérper erwarten. Unbeantwortet bleibt die Frage, ob und in 
welchem Grad hierbei Spezifitat vorliegt. 

Auch in der neueren Literatur werden vielfach Inhibitoren enzyma- 
tischer Reaktionen den Antienzymen zugezihlt. Offenbar handelt es 


4 E. Waldschmidt-Leitz u. A. Schaffner, diese Z. 151, 31 [1926]. 
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sich hier um zwei Gruppen von Vorgingen, die in prinzipiell verschiedener 
Weise in den Stoffwechsel eingreifen. 
Von den Enzym-Inhibitoren unterscheiden sich die in folgender 


Tabelle aufgenommenen Antienzyme besonders durch ihre Fihigkeit, 
spezifische _Immunitit (in Kaninchen) bzw. Antisera hervorzurufen®. 











Antienzym von Literatur 

Amylase H. Liiers u. F. Albrecht, Fermentforschung 8, 52 [1924] 

Lactase A. Schiitze, Z. Hyg. Infektionskrankh. 48, 457 [1904] 

Urease fi ~ Sumner u. J. St. Kirk, Science [New York] 74, 102 

1931] 

Asparaginase H. v. Euler u. Sv. Gard, noch unveréffentlicht 

Pepsin J. H. Northrop, Crystalline Enzymes, Columbia Univ. Press, 
New York 1939 

Pepsin H. Sachs, Fortschr. Med. 20, 425 [1902]. 

Chymotrypsin C. Ten Broeck, J. biol. Chemistry 106, 729 [1934] 

Chymosin J. Morgenroth, Zbl. Bakteriol, Parasitenkunde Infektions- 
krankh. Abt. I, Orig. 26, 349; 27, 721 [1899/1900] 

Thrombin J. Bordet u. O. Gengou, Ann. Inst. Pasteur 15, 720 [1901] 


Als Antikatalase haben Battelli und Stern® einen Hemmungsstoff 
der Hydroperoxyd-Spaltung bezeichnet, der wie FeSO, funktioniert 
haben diirfte. 


Blix? hat gezeigt, daB die Aktivitait von Katalase-Lésungen durch 
kurzes Erwirmen auf 60° stark erhéht wird. Fiir die Deutung, daB die 
Aktivierungs-Erhéhung durch die Inaktivierung oder Zerstérung einer 
Anti-Katalase verursacht wird, liegen keinerlei Anhaltspunkte vor. 


Zusammenfassung 


Mit einem aus Kalbsleber dargestellten Priparat von Asparaginase 
wurde durch intravenése Injektion eine Antiasparaginase erzeugt, die 
an Kaninchen schwache, aber deutliche Immunitit hervorrief. Diese 
wurde auffallenderweise verstiirkt, wenn die Kaninchen zu der Aspara- 
ginase noch 20 mg Desoxyribonucleinsiure subcutan erhielten. 


Die bisher experimentell als spezifische Antikérper nachgewiesenen 
Antienzyme werden zur Unterscheidung von Enzym-Inhibitoren tabel- 
larisch zusammengestellt. 








5 Siehe hierzu auch J. Marrack, Ergebn. Enzymforsch. 7, 281 [1938]. 

6 F. Battelli u. L. Stern, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 59, 
521 [1905]. 

7 R. Blix, diese Z. 105, 83 [1910]. 
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Summary 


Antiasparaginase, prepared from a calf-liver asparaginase by 
injecting it into rabbits, produces a weak but distinct immunity in the 
animals. This immunity is markedly increased by simultanous sub- 
cutaneous injections of deoxyribonucleic acid. 


The antienzymes, hitherto shown experimentally to be specific 
antibodies, are summarised in a table and differentiated from enzyme- 
inhibitors. 

Professor Dr. Hans von Euler, Universitetets Vitamin-Inst. Stockholm 6, 
Postbox 6073, Schweden. 
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Uber die Steuerung des Glucoseabbaus 
in Ascites-Tumorzellen 
Ein Beitrag zum Mechanismus der Pasteur-Reaktion 
Von 


Heinz Tiedemann und Jochen Born 
Aus dem Heiligenberg-Institut, Heiligenberg/Baden, Abt.O. Mangold 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Juli 1960) 


Herrn Professor Richard Kuhn zum 60. Geburtstag gewidmet 


Entzieht man Hefezellen Sauerstoff, so spalten sie, wie Pasteur 
erstmals nachwies, vermehrt Zucker. Tumorzellen verhalten sich ahnlich 
wie Hefezellen. Sie setzen unter anaeroben Bedingungen ebenfalls mehr 
Glucose um und bilden anaerob dementsprechend auch mehr Milchsaure. 
Zur Erklarung der Pasteur-Reaktion wurden verschiedene Theorien vor- 
geschlagen. Engelhardt und Sakov! nahmen an, daB dem Pasteur- 
Effekt eine Hemmung des Enzyms Phosphohexokinase durch die Atmung 
zu Grunde liegt. Lynen und Koenigsberger? fanden bei Versuchen 
mit Hefe anaerob einen héheren Gehalt an anorganischem Phosphat 
als aerob. Sie schlossen aus ihren Versuchen, daB der Pasteur-Effekt 
durch eine Konkurrenz zwischen der Glykolyse und den phosphorylieren- 
den Reaktionen der Atmung um anorganisches Phosphat und Adenin- 
nucleotide zustande kommt. — Weitere Versuche zeigten, daB der 
Pasteur-Effekt durch Entkoppelung der oxydativen Phosphorylierung 
mit 2.4-Dinitro-phenol vollstindig aufgehoben wird?*4. Die Pasteur- 
Reaktion wird also durch die mit der Atmung gekoppelte Phosphory- 
lierung und nicht durch die Atmung als solche ausgelést. 

Es bereitete zunichst Schwierigkeiten, den Pasteur-Effekt auch in 
Homogenaten nachzuweisen. Bei Versuchen an Ultraschall-behandelter 
Hefe> sowie an Homogenaten aus dem Mammagewebe der Ratte® wurde 
jedoch anaerob eine erhdhte Milchsiurebildung gefunden. — Eigene 
Versuche zeigten, daB auch in schonend hergestellten Homogenaten 
des Ehrlich-Ascites-Tumors der Maus eine Pasteur-Reaktion nachzu- 

1 V. A. Engelhardt u. N. E. Sakov, Biokhimiya 8, 9 [1943]; zit. n. Chem. 
Abstr. 87, 6680 [1943]. 

2 F. Lynen u. R. Koenigsberger, Liebigs Ann. Chem. 578, 60 [1951]. 

38. D. Judah u. H. G. Williams-Ashman, Biochem. J. 48, 33 [1951]. 

4 C. Terner, Biochem. J. 56, 471 [1954]. 

5 O. Meyerhof u. S. Fiala, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 6, 1 
1950]. 

d C. Terner, Biochem. J. 52, 229 [1952]. 
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weisen ist’. In dieser Arbeit werden weitere Versuche mit Homogenaten 
zur Aufklarung des Mechanismus der Pasteur-Reaktion beschrieben. 
Da beim Homogenisieren die Permeabilititsschranken der Zellen zum 
Teil aufgehoben werden, konnte bei den Homogenatversuchen die Kon- 
zentration des anorganischen Phosphats und der Coenzyme ADP und 
ATP*, welche an der Glykolyse und der oxydativen Phosphorylierung 
beteiligt sind, in weiten Grenzen variiert und ihr EinfluB auf die Gréfe 
der Glykolyse untersucht werden. Hierbei wurden als Substrat auBer 
Glucose auch phosphorylierte Hexosen, die in intakte Zellen ebenfalls 
nur langsam einzudringen vermégen, verwendet. 

Die mit Homogenaten erzielten Ergebnisse sind aber nicht ohne 
weiteres auf intakte Zellen iibertragbar, da der Strukturzusammenhang 
der Zellen beim Homogenisieren weitgehend aufgehoben wird. Die 
Homogenatversuche wurden deshalb durch Versuche mit intakten Zellen 
erginzt. Dabei zeigte sich, daB ein Teil der fiir Homegenate aufgefunde- 
nen GesetzmaBigkeiten auch fiir ganze Zellen gilt, andererseits zwischen 
Homogenaten und intakten Zellen aber auch Unterschiede in der Steue- 
rung des Kohlenhydratstoffwechsels bestehen. ; 


Methodik 


1. Gewinnung der Ascites-Tumorzellen 
Der Ehrlich-Ascites-Tumor wurde 8—l1 Tage nach Uberimpfung von 
0,1—0,2 ml aus den Mausen entnommen. Die Zellen wurden in der Kalte ab- 
zentrifugiert, einmal mit Ringerlésung (ohne Hydrogencarbonat) und einmal mit 
0,25m Saccharose (bzw. 0,164m KCl) gewaschen (800 xg). Das Zellvolumen wurde 
in Kafka-Rohrchen nach 10 Min. langem Zentrifugieren bei 3000 U./Min. ermittelt. 
100 mg Zellen hatten ein Trockengewicht von 18 mg. 


2. Versuche mit Homogenaten 

Eine 20proz. Zellsuspension in 0,25m Saccharose (oder 0,164m KCl) wurde 
im Teflon-Homogenisator bei genau festgelegter Umdrehungszahl im Eisbad so 
homogenisiert, daB in der Neubauerschen Zihlkammer héchstens noch 5—10% 
intakte Zellen auszuzihlen waren (Phasenkontrastmikroskop). Die genauen Be- 
dingungen miissen fiir jeden Homogenisator ermittelt werden. Als Beispiel sei 
angegeben, da8 10 mi Zellsuspension in einem 15 mi fassenden Homogenisator 
3 Min. homogenisiert wurden (eine Auf-Abbewegung/Min.). Die Homogenate wurden 
entweder direkt verwendet oder 30—45 Sek. bei maximal 800g zentrifugiert. 
Der Riickstand wurde zweimal mit dem halben Volumen des ersten Uberstandes 
gewaschen. In den vereinigten Uberstanden waren héchstens 1—2%, intakte Zellen 
nachzuweisen. 

Pro Ansatz (2,2 ml) wurden 0,5 ml Homogenat oder 1,0 ml Uberstand des 
zentrifugierten Homogenats verwendet. Die Lisung enthielt, wenn in den Tabellen 
nicht anders angegeben (Endkonzentration in Mol/l):Orthophosphat 2 - 10-%; 
MgCl, 3 - 10-3; KHCO, 2,5 - 10-?; Substrat 0,75 - 10-?; ATP 1 - 10-*; DPN1- 10~°. 
Die Ansatze wurden durch Hinzufiigen von Saccharose (oder KCl) isoton gemacht. 
Im Medium mit erhéhter Phosphat-, Mg?®- oder Coenzym-Konzentration wurden 


7 H. Tiedemann u. J. Born, Z. Naturforsch. 14b, 477 [1959]. 
* Es werden folgende Abkiirzungen verwendet: AMP, ADP u. ATP = 
Adenosinmono-, -di- bzw. -triphosphat; DPN u. TPN = Di- bzw. Triphospho- 
pyridinnucleotid; G-6-P = Glucose-6-phosphat; FDP = Fructose-1.6-diphosphat ; 
Tris = Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan; DNP = 2.4-Dinitro-phenol. 
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isoosmolare Mengen Saccharose oder KCl fortgelassen. Biszum Beginn der Inkubation 
im Warburg-Apparat bei 37° wurden alle Operationen im Eisbad vorgenommen. 
Das Gasgemisch war 5% CO, in Luft oder 5% CO, in N, (weniger als 0,01% O, 
enthaltend). 

Die Desoxyglucose-Versuche wurden mit KCl-Homogenaten unter Zusatz von 
5: 10-8 Mol/l Lactat und 2 - 10~4 Mol/l Brenztraubensaure ausgefiihrt. 

Nach der Inkubation wurde zur G-6-P-, FDP-, ATP- und Milchsaurebe- 
stimmung mit Perchlorsaure enteiweiBt (1/,) Vol. 30proz. Perchlorséure), die Fallung 
zweimal mit 3proz. Perchlorsiéure nachgewaschen und die Extrakte mit 2n und 
0,1n KOH neutralisiert. Zur Glucose- und Desoxyglucosebestimmung wurden ali- 
quote Teile entweder eingefroren oder in Ba(OH),-Lésung gegeben (s. unten). 

Bei den Versuchen zur ATP-Verteilung in Homogenaten wurden aliquote 
Teile gleich nach der Inkubation in kalte Perchlorsiure gegeben, der Rest wurde 
bei 25° und 25000 x g 2 Min. zentrifugiert (anaerob unter Paraffinél) und Uberstand 
und Riickstand mit Perchlorséure enteiweiBt. 

Der Uberstand wurde durch hochtouriges Zentrifugieren (60 Min., 30— 
35000 x g; 0° — 5°) gewonnen. — 

In Homogenaten aus Yoshida-Sarkom konnte kein Pasteur-Effekt nach- 
gewiesen werden. 

3. Versuche mit intakten Zellen 

Wegen der fiir die G-6-P und FDP-Bestimmungen erforderlichen groBen Zell- 
dichten wurde die Pufferkapazitat der Hydrogencarbonat-Ringer-Liésung durch 
Zusatz von Tris-Puffer, py 7,4 (Endkonzentration 3 - 10-2 Mol/l), vergréBert. Einem 
Teil der Ansaitze wurde Phosphatpuffer (Endkonzentration 5 - 10-? Mol/l, px7,4) 
zugesetzt. Dafiir wurde die isoosmolare Menge NaCl fortgelassen. Glucose (End- 
konzentration 1,5 - 10-2 Mol/l) wurde nach 15 Min. Vorinkubation eingekippt. 


4. Versuche mit Mitochondrien und Mitochondrien-Hexokinase 


Rattenhirnmitochondrien wurden aus dem gesamten Rattenhirn durch 
fraktioniertes Zentrifugieren gewonnen®. Die Isolierung der strukturgebundenen 
Hexokinase aus Kalbshirn erfolgte nach den Angaben von Crane und Sols (ohne 
Schritt 3)®. Zur Gewinnung phosphatfreier Praparate wurde an Stelle von Phosphat- 
puffer Tris-Puffer verwendet. Das Inkubationsmedium entsprach dem Medium der 
oben beschriebenen Versuche mit KCl-Homogenaten, enthielt aber kein DPN. ATP 
und Mg?® waren erhéht, die Mitochondrienansitze enthielten auBerdem noch KF 
(s. Tabellen). 

5. Analytische Bestimmungen 

ATP, G-6-P und FDP wurden nach dem Prinzip der optischen Tests von 
Warburg?!” bestimmt; ATP und FDP nach den Angaben der Biochemica 
Boehringer, G-6-P mit TPN und Zwischenferment. Da das verwendete Zwischen- 
ferment (Boehringer) nicht véllig frei von Hexokinase war, wurde in den Ansétzen 
vorhandenes ATP durch Saéurehydrolyse (10 Min. 100°; In HCl) zerstért und der 
Extrakt anschlieBend wieder neutralisiert. 

Orthophosphat wurde nach Fiske und Subbarow", Milchséure nach Barker 
und Summerson”, Glucose nach Nelson! bestimmt (Doppelbestimmungen; 
Abweichung im Durchschnitt 2%). In besonderen Versuchsreihen wurde ermittelt, 
da8 die Glucosebestimmung nur dann exakte Werte ergibt, wenn die Ansatze vor 
der EnteiweiBung mit Ba(OH),-ZnSO, iiber Nacht eingefroren und im Eisbad 
wieder aufgetaut oder vor der ZnSO,-Zugabe 30 Min. bei 0° mit der Ba(OH),- 


8 W. C. Schneider u. G. H. Hogeboom, J. biol. Chemistry 188, 123 [1950]. 

® R. K. Crane u. A. Sols, J. biol. Chemistry 208, 273 [1953]. 

10 QO. Warburg, Wasserstoffiibertragende Fermente, Verlag Dr. Werner 
Saenger, Berlin 1948. 

1 C,H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 

2 J. B. Barker u. W. H.Summerson, J. biol. Chemistry 189, 535 [1941]. 

13 N. Nelson, J. biol. Chemistry 158, 375 [1944]. 
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Lésung unter Riihren stehengelassen worden waren. Besonders bei den aeroben 
Versuchen wird sonst Giucose bei der Ba(OH),-ZnSO,-EnteiweiBung im Nieder- 
schlag mitgerissen. Zur Bestimmung von Desoxyglucose wurde bei der Nelson- 
Methode 60 Min. erhitzt. Desoxyglucose wurde auBerdem nach der Methode von 
Stoll und Kreis" in der Modifikation von Kiesow!> bestimmt. 

Die Versuchsdauer (Homogenatversuche) betrug in der Regel 20—25 Minuten. 
Nach 10 Minuten war der Pasteur-Effekt etwas geringer. Dies ist z. T. technisch 
bedingt, da zur Herstellung der Anaerobiose einige Minuten durchstrémt werden 


muB. 
Verbrauchte Glucose und gebildete Milchséure wurden fiir 10 mg Zellen (Trok- 


kengewicht) oder fiir die aus 10 mg Zellen gewonnene Menge Homogenat bzw. 
zentrifugiertes Homogenat berechnet. 


Ergebnisse 


Versuche mit Homogenaten, Glucoseverbrauch sowie 
Milchsaurebildung bei Verwendung verschiedener Substrate 

Tab. 1 zeigt Versuche iiber den Glucoseverbrauch und die Milch- 
siurebildung unter aeroben und anaeroben Bedingungen. AuBer Glucose 
wurde auch FDP als Substrat verwendet. 

Der Glucoseverbrauch ist anaerob um 30—50% gesteigert. Diese 
Steigerung bleibt nach dem Abzentrifugieren noch vorhandener intakter 
' Zellen und des Hauptanteils der Zellkerne (s. Methodik) bestehen. — 

Innerhalb einer mit demselben Homogenat durchgefiihrten Versuchsreihe 
wurden unter gleichen Bedingungen iibereinstimmende Werte fiir Glucoseverbrauch 
und Milchsaéurebildung gefunden. Die absoluten Werte der einzelnen Versuchs- 
serien hangen jedoch davon ab, auf welche Art die Homogenate hergestellt wurden. 
Der Glucoseverbrauch ist bei KCl-Homogenaten etwas geringer als bei Saccharose- 
Homogenaten, bei zentrifugierten Homogenaten haingt er auBerdem von der 
Zentrifugierungsdauer ab, da ein Teil der Glykolyseenzyme im Riickstand verbleibt. 

Aus Tab. 1 geht auBerdem hervor, dai die Konzentration an an- 
organischem Phosphat bei Versuchsende anaerob hoher ist als aerob. 

Nach Entkopplung der oxydativen Phosphorylierung durch Hin- 
zufiigen von 2.4-Dinitro-phenol wird der Glucoseverbrauch in noch 
stiirkerem MaBe als durch Anaerobiose gesteigert (Steigerungsrate 
60%). Daraus folgt eindeutig, daB auch in Homogenaten nicht die 
Atmung, sondern die mit der Atmung gekoppelte oxydative Phosphory- 
lierung fiir die Hemmung der Glykolyse verantwortlich ist. 

Ein Vergleich der Milchsiurebildung aus Glucose und aus FDP 
zeigt, daB die anaerobe Steigerung der Milchsiureproduktion beim Abbau 
von Glucose wesentlich gréBer ist als beim Abbau von FDP (Tab. 1). 


Abhiangigkeit der Glykolyse 
von der Phosphatkonzentration 
Durch Veranderung der Phosphat-, ADP- und ATP-Konzentration 
konnte zum Teil geklirt werden, wie die Glykolyse in den Homogenaten 
gesteuert wird. Von diesen Versuchen soll zunichst der EinfluB der 
Phosphat-Konzentration auf die Glykolyse beschrieben werden. 


4 A. Stoll u. W. Kreis, Helv. chim. Acta 16, 1072 [1933]. 
15 L. Kiesow, Z. Naturforsch. 14b, 492 [1959]. 
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mediarprodukte Glucose-6-phosphat und Fructose-1.6-diphosphat, sowie 
die Konzentration von Adenosintriphosphat bei verschiedenem Phos- 
phatspiegel bestimmt. 


Tab. 2. Glucoseverbrauch (bzw. Desoxyglucoseverbrauch) und Milchsaiurebildung 
bei verschiedener Phosphatkonzentration. Versuchsdauer 25 Min.; pro ml Versuchs.- 
ansatz wurden auBerdem hinzugefiigt 3 ~Mol Mg?® und je 1 ~Mol ATP und DPN. 
G = Gesamthomogenat; Z = Uberstand des zentrifugierten Homogenats; H = 
Hochtourig zentrifugierter Uberstand. Alle Homogenate wurden mit Saccharose 






































hergestellt. 
a) Glucose als Substrat 
See Glucoseverbrauch ‘ z ‘ Konzentration 
gee (Desoxyglucoseverbrauch) Milchséurebildung d.anorg. P. bei 
§s25 [uMol/10 mg . Toms bed mg Versuchsende 
Versuch 3 Se Zelltrockengew. ] as {4Mol/ml] 
eff aerob janaerob so aerob janaerob ta aerob | anaerob 
IG oA 4,74 | 6,31 33 7,00 | 10,85 | 55 0,61 | 1,46 
4 6,04 | 7,40 22 7,73 | 12,92] 67 | 1,62 | 2,14 
8 8,25 | 8,28 0 8,17 | 13,45] 65 5,23 | 6,85 
II G 2 4,56 | 5,72 26 7,05 | 9,80| 39 0,92 | 1,32 
8 6,86 | 7,07 3 |10,55 | 13,30] 26 5,00 | 6,52 
III Z 2 4,07 | 5,61 38 5,05 | 6,66] 32 0,95 | 1,16 
8 6,70 | 6,58 0 7,14 | 10,90] 52 5,46 | 7,32 
IV Z 2 4,62 | 6,10 32* | 6,45 | 8,16 27 — coe 
8 6,58 | 7,02 6 8,77 | 12,86] 47 — oe 
VZ > 5,24 | 6,68 27 8,74 | 13,00] 48 0,61 | 0,90 
8 9,18 | 9,55 4 /|11,60 | 15,60} 35 4,53 | 6,25 
Mittelwerte 2 4,64 | 6,08 31 6,86 | 9,69 41 0,77 | 1,21 
von Versuch 8 7,51 | 7,61 | 9,25 | 13,22} 43 5,05 | 6,73 
I—V 
VI H 2 1,55 — a 3,10 -- — — a 
8 2,18 — — 4,06 — — — — 
b) Fructose-1.6-diphosphat als Substrat 
VII Z 0,5 -—— — a 5,22 -— a a a 
2 — — _ 5,50 | 6,49 18 — — 
8 — - a 4,87 | 5,96 22 —— 
c) 2-Desoxy-glucose als Substrat** 
VIII Z 3 4,35 — _— — a — — — 
5 4,35 _— — a= a — — — 
10 5,05 _- - os = --- — — 





























* Mit 2.4-Dinitro-phenol betrug die Steigerung gegeniiber dem aeroben Wert beim gleichen 
Versuch 62%. 

** Versuchsdauer 12 Min., angegebene Werte auf 25 Min. umgerechnet. Unter den gleichen 
Bedingungen betrug die Steigerung des Glucoseverbrauchs ~ 100%. 
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Die Hohe des G-6-P-Spiegels ist fiir die Steuerung der Glykolyse 
wichtig, weil G-6-P die Hexokinase tierischer Zellen hemmt®1*, Aus 
Tab. 3 geht hervor, daB die G-6-P-Konzentration in den Homogenaten 
unter aeroben Bedingungen 0,6—0,7 uMol/ml betragt. Anaerob ist der 
G-6-P-Spiegel erniedrigt. Erhéhung der Phosphatkonzentration verandert 
den G-6-P-Spiegel aerob und anaerob praktisch nicht. 


Tab. 3. G-6-P-, FDP- und ATP-Konzentration (uMol/m/ Ansatz) in Homogenaten 

unter aeroben und anaeroben Bedingungen; Substrat: Glucose. Alle Versuche 

wurden mit dem Uberstand zentrifugierter Saccharose-Homogenate ausgefiihrt. 
Nach 18—24 Min. langer Inkubation wurde mit Perchlorsiure abgestoppt. 























Pro ml Ansatz 
hinzugefiigt G-6-P FDP ATP 
Versuch (uMol) 
bn 40% ATP Mg” aerob janaerob| aerob janaerob| aerob | anaerob 

I 2 1 3 0,67 | 0,62 — — — a 

8 1 3 0,65 | 0,59 | 0,27 | 0,10 o -— 
II 2 1 3 0,61 | 0,53 | 0,11 | 0,10 | 1,19 | 1,20 

8 1 3 — —_ 0,29 | 0,14 | 1,33 | 1,35 
Il 2 1 3 0,77 | 0,57 | 0,05 | 0,03 | 1,20 | 1,13 

8 1 3 0,58 | 0,50 —_ — 1,18 | 1,21 
iV 2 1 3 0,71 | 0,56 | 0,16 | 0,07 —_— -- 

8 1 3 0,70 | 0,58 | 0,32 | 0,20 — — 
Mittelwert 2 1 3 0,69 | 0,57 | 0,11 | 0,07 | 1,19 | 1,17 
I—IV (-17%) 

8 1 3 0,64 | 0,56 | 0,29 | 0,15 | 1,25 | 1,28 

(-13%) 

V 2 1 3(6)| 0,67 | — — — —|—- 

3 2,5 3 0,72 — _— — — = 

3 2,5 6 0,93 — — — — = 

2 1 3 0,67 | 0,51 —_ — — — 

3 2,5 3 0,77 | 0,57 —_ — —_ = 





























Bei erhéhter Phosphatkonzentration wird also trotz gleichbleiben- 
dem G-6-P-Spiegel vermehrt Glucose durch Hexokinase phosphoryliert. 
Die Hemmung der Hexokinase durch G-6-P ist unter diesen Bedingungen 
weniger wirksam. Phosphat mu8B die Hemmwirkung also z. T. aufheben. 

Durch Phosphat kénnte aber auch die Permeabilitit der Mitochon- 
drien gesteigert werden. Bei erhéhter Phosphatkonzentration wiirde 
dann G-6-P schneller aus den Mitochondrien abflieBen und dadurch 
die hemmende G-6-P-Konzentration geringer werden. Diese Erklarung 


16 a) R. B. McComb u. W. D. Yushok, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 84, 515 [1959]; b) H. Weil-Malherbe u. A. D. Bone, Biochem. J. 49, 339 
{1951}. 
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ist aber weniger wahrscheinlich, da der Effekt, allerdings in quantitativ 
anderer Abhingigkeit, auch mit gereinigter Mitochondrien-Hexokinase 
beobachtet wurde (s.S. 215). AuBerdem erhéht Phosphat auch die 
Aktivitiét der nicht strukturgebundenen Hexokinase (Tab. 2a, Ver- 
such VI). 

Wenn es richtig ist, die Phosphatwirkung als Aufhebung der Hexo. 
kinasehemmung durch G-6-P zu erkliren, mu die Phosphorylierung 
eines Zuckers, dessen 6-Phosphorsiureester die Hexokinase nicht hemmt, 
von der Phosphatkonzentration unabhingig sein. Ein solcher Zucker 
ist 2-Desoxy-glucose. Wie die Werte der Tab. 2 c zeigen, ist die Phos- 
phorylierung von 2-Desoxy-glucose tatsiichlich von der Phosphatkon- 
zentration praktisch unabhiangig*. 

Wiahrend der G-6-P-Spiegel von der Phosphatkonzentration weit- 
gehend unabhingig ist, wird FDP bei erhéhter Phosphatkonzentration 
vor allem aerob stark angestaut (Tab. 3). Dieser Anstau ist wahrschein- 
lich durch ADP-Mangel bedingt, wie die im nachsten Abschnitt be- 
schriebenen Versuche mit erhéhter ADP-Konzentration zeigen. 

Die ATP-Konzentration ist aerob und anaerob gleich hoch und 
vom zugefiigten Phosphat weitgehend unabhingig, wie die letzte Spalte 
von Tab. 3 zeigt. Die aerob erhéhte Phosphorylierung ist also nicht 
durch einen Anstieg der Gesamt-ATP-Konzentration bedingt. 


EinfluB der ADP- und ATP-Konzentration 


Um den EinfluB von ATP und ADP auf die Glykolyse genauer zu 
erfassen, wurde die ADP- und die ATP-Konzentration verandert. Zur 
Erhéhung der ADP-Konzentration setzten wir den Homogenaten AMP 
und Myokinase (aus Muskel) zu: AMP + ATP +> 2 ADP. Da das ent- 
stehende ADP laufend zu ATP phosphoryliert wird, laiBt sich ein zeit- 
lich konstanter ADP-Spiegel jedoch auch bei diesem Verfahren in 
Homogenaten nicht einstellen. 

Durch Erhéhung der ADP-Konzentration wird der Abbau 
von FDP vor allem aerob gesteigert (Tab. 4a). Offenbar besteht in den 
Homegenaten also vor allem aerob ADP-Mangel, wie dies auch schon 
die Bestimmung des FDP-Spiegels vermuten lieB. 

Weniger iibersichtlich sind die mit Glucose als Substrat bei ver- 
schiedenem ADP-Spiegel erhaltenen Werte fiir Glucoseverbrauch und 
Milchsaurebildung (Tab. 4b). Bei einem Teil dieser Versuche wurde auf 
den Zusatz von Myokinase verzichtet, da die Tumorzellen selbst Myoki- 
nase enthalten. 

Bei geringer AMP-Zugabe (1—2-10-* Mol/l) erfolgt aerob eine 
geringe Steigerung des Glucoseverbrauchs und der Milchséurebildung. 


* Mannose, welche ebenfalls einen die Hexokinase nicht hemmenden Phosphor- 
saureester bildet, kann fiir diese Versuche nicht verwendet werden, da Ascites- 
Tumorzellen eine wirksame Isomerase enthalten, welche schnell ein Gleichgewicht 
zwischen Mannose-6-phosphat und Glucose-6-phosphat einstellt. 2-Desoxy-glucose- 
6-phosphat wird im Gegensatz zu Mannose-6-phosphat nicht weiter umgesetzt. 
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Sie ist vielleicht so zu erklaren, daB ADP aerob schneller zu ATP phos- 
phoryliert wird und der erhéhte ATP-Spiegel die Hexokinasereaktion 
beschleunigt. Anaerob und bei héherer AMP-Zugabe (6-10-* Mol/t) 
auch aerob werden Glucoseverbrauch und Milchsiurebildung ver- 
ringert, vermutlich infolge Hemmung der Hexokinasereaktion durch 


ADP (s. 8. 220). 


Tab. 4. Glucoseverbrauch und Milchsaurebildung bei verschiedenen ADP- und ATP- 

Konzentrationen. Alle Versuche wurden mit Saccharose-Homogenaten ausgefihrt 

und es wurden jedem Ansatz 3 «Mol Mg?®/ml zugesetzt. Es sind jeweils Mittelwerte 

aus 2—3 Versuchsansatzen angegeben. Z = Uberstand des zentrifugierten Homo- 
genates, H = Hochtourig zentrifugierter Uberstand. 


a) Substrat: Fructose-1.6-diphosphat. Verinderung der ADP-Konzentration 





Pro mi Ansatz hinzugefiigt Glucoseverbrauch Milchsaurebildung 








4 Mol/10 Zell- Mol/10 Zell- 

hie (uMol) weleenee in 25 Min. ] I esr in 25 Min. ] 
Ortho- | AMP Myo- > % Stei- % Stei- 
ete kinase (MK) ATE aerob | anaerob aoe aerob | anaerob domed 

IZ 2 oo 1 _ a — 5,50 | 6,49 18 
2 1+ MK 1 —_ — — 6,69 | 6,91 3,5 

8 = 1 — — a 4,87 | 5,96 22 

8 1+ MK 1 — = ao 6,27 | 6,71 7 

IH 2(8) si l ce ee De I ee es 

2(8)} 1+ MK 1 ls te PS ate I eee Fe 





























b) Substrat: Glucose. Veranderung der ADP-Konzentration 












































ill Z 2 — ] 3,71 | 5,13 | 38 | 5,92 | 9,06 | 53 
| 2 1+ MK 1 4,20 | 4,85 | 15 | 6,32 | 7,38 | 17 
IV Z 2 — 1 3,81 | 4,60 | 21 | 5,37 | 7,50 | 40 
2 2 1 3,90 | 4,33 | 11 | 5,62 | 6,83 | 21 
2 6 1 3,49 | 3,91 12 _— _ — 

c) Substrat: Glucose. Veranderung der ATP-Konzentration 
Vz 2 — 1 3,83 | 4,95 | 29 | 5,17 | 7,90 | 53 
2 — 2,5 | 4,38 | 5,21 19 | 5,79 | 8,30 | 43 
VI Z 2 — 1 4,28 | 5,78 | 35 | 4,03 | 6,60 | 64 
2 — 5 6,50 | 8,19 | 26 | 5,79 | 8,05 | 39 


Bei Steigerung der ATP-Konzentration bis auf 5 - 10-*Mol/l 
nehmen Glucoseverbrauch und Milchsaéureproduktion zu. Aerob ist diese 
Zunahme etwas geringer, so da die aerob-anaerobe Differenz bei 
steigender ATP-Konzentration etwas kleiner wird. 


Die G-6-P-Konzentration nimmt bei erhéhter ATP-Konzentration 
nicht ab, sondern geringfiigig zu. Offenbar wird nach Erhéhung der 
ATP-Konzentration primir der Umsatz der Hexokinase gesteigert, 
wihrend fiir die Phosphohexokinase in jedem Falle geniigend ATP zur 
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Verfiigung steht (s. nachst. Abschn.). Theorien, welche den Pasteur- Effekt 
auf einen aeroben ATP-Mangel der im Cytoplasma lokalisierten Phospho- 
hexokinase infolge einer Verlagerung von ATP in die Mitochondrien 
zuriickzufiihren suchen!?-1*, werden durch diese Experimente also nicht 
gestiitzt. 


Versuche, eine unter aeroben und anaeroben Bedingungen ver. 
schiedenartige Verteilung von ATP (Konzentration 1-10-% Mol/l) in 
den Homogenaten direkt nachzuweisen (s. Methoden), zeigten, daB ATP 
aerob in den Mitochondrien tatsichlich etwas stirker angereichert wird. 
Die beobachtete geringe Differenz kann den aerob und anaerob ver. 
schieden groBen Glucoseumsatz aber nicht erkliren. 


Nach Untersuchungen von Lardy?° an Muskel-Phosphohexokinase 
und von Raaflaub#! an Hefehexokinase hingt die Aktivitat dieser 
Enzyme auch vom Verhialtnis ATP/Mg ab. Steigerung der ATP-Konzen- 
tration bei gleichbleibender Mg-Konzentration hemmt. — Erhéhung 
der Mg-Konzentration um das Doppelte (6 - 10-* Mol/l) bei einer ATP- 
Konzentration von 2,5 - 10-* Mol/i hatte bei unseren Versuchen auf den 
Glucoseverbrauch und den G-6-P-Spiegel aber nur einen geringen EinfluB. 
Andere Konzentrationen wurden noch nicht untersucht. 


Versuche iiber den Umsatz von Glucose-6-phosphat 


Wie oben schon erwihnt wurde, stellt sich in den Homogenaten 
aerob unabhingig vom Phosphatgehalt ein héherer G-6-P-Spiegel ein 
als anaerob. 


Als Ursache fiir die Differenz des G-6-P-Spiegels der Homogenate 
vermuteten wir zunachst eine aerobe Hemmung der G-6-P-umsetzenden 
Fermente (die nach dem im vorigen Abschnitt besprochenen Versuch 
aber nicht durch ATP-Mangel bedingt sein konnte). Es zeigte sich jedoch, 
daB den Homogenaten in héherer Konzentration hinzugefiigtes G-6-P 
aerob und anaerob sehr schnell weiter umgesetzt wird, wobei sich FDP 
anstaut. Der G-6-P-Umsatz ist unter gleichen Versuchsbedingungen 
gréBer als der Glucose-Umsatz. 


Wenn der weitaus gréBte Teil des zugefiigten G-6-P verbraucht ist, 
stellt sich jedoch aerob und anaerob eine ihnliche Differenz des G-6-P- 
Spiegels ein wie bei Verwendung von Glucose als Substrat (s. oben). 
Dies zeigt besonders der erste Versuch in Tab. 5. Die Konzentration an 
noch nicht umgesetztem G-6-P ist bei Versuchsende anaerob 32° 
niedriger als aerob. 


17 B. Chance u. B. Hess, Ann. N. Y. Acad. Sci. 68, 1008 [1956]. 

18 F, Lynen, Proc. Int. Symp. Enz. Chem. Pergamon Press. London 1957. 

19 H. Holzer, J. Witt u. R. Freytag-Hilf, Biochem. Z. 329, 467 [1958]. 

20 H. A. Lardy u. R. E. Parks jr. in Enzymes: Units of Biological Structure 
and Function, Academic Press New York, 8. 584 [1956]. 

21 J. Raaflaub u. I. Leupin, Helv. chim. Acta 89, 832 [1956]. 
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Tab. 5. Bildung von Fructose-1.6-diphosphat und Milchsiure aus Glucose-6- 
phosphat. Alle Versuche wurden mit zentrifugierten Saccharose-Homogenaten 
ausgefihrt. Pro m/l Versuchsansatz wurden hinzugefiigt 2 uMol PO,°°, 3 u.Mol Mg?® 























und je 1 «Mol ATP und DPN. 
nn “a a Aiphosphat- wpildung. 
“a Versuchdbeginn | Versutttenae |*ltrockengew.] | {wMfol10 mg PB mn I 
aerob janaerob| aerob janaerob/ aerob janaerob| aerob janaerob/ aerob janaerob 
20 6,85 | 6,57 | 0,363] 0,246 | 7,93**| 7,73 | 3,76 | 4,00 | 3,91 | 4,58 
18* | 11,60 | 11,30 | 2,78 | 2,37 | 8,98 9,09 | 5,17 | 5,47 | 3,41 | 4,22 
18 11,40 | 11,60 | 3,40 | 3,21 | 9,78 |10,25 — _ _ _ 
































* Der Versuchsansatz (2,2 m/) enthielt die 120 mg Zellen dquivalente Menge Homogenat. 
** Entspricht 4,6 ~Mol/mi Ansatz. 


Versuche mit Mitochondrien und Mitochondrien-Hexokinase 


Die bei Versuchen mit Homogenaten aufgefundene Steigerung des 
Glucoseverbrauchs bei erhéhter Phosphatkonzentration konnte auch mit 
isolierten, mehrmals gewaschenen Mitochondrien nachgewiesen werden. 
Die gewaschenen Mitochondrien enthalten nur einen Teil des Glykolyse- 
ferment-Systems und bilden dementsprechend auch keine Milchsiure 
mehr. Die Abbildung zeigt, wie der Glucoseverbrauch der Mitochondrien 
mit der Phosphatkonzentration ansteigt. Da Tumor-Mitochondrien nicht 
in geniigender Menge zur Verfiigung standen, wurden fiir diese Versuche 
sowie fiir die Versuche mit gereinigter Mitochondrien-Hexokinase (s. 
unten) Rattenhirn- und Kalberhirnmitochondrien verwendet, die ebenso 
wie Mitochondrien aus Ascites-Tumorzellen eine fest an die Mitochon- 
drienstruktur gebundene Hexokinase enthalten. 








1 
N 


Aerober Glucoseverbrauch von Rattenhirnmitochon- 
drien in Gegenwart steigender Mengen Orthophos- 
phat. Die Ansatze enthielten pro ml: 104Mol ATP, 
20 uMol KF und 10 “Mol Glucose. Ordinate: «Mol 1 / 
verbrauchte Glucose /g-Aquiv. Mitochondr. pro 20 — gg 
Min. (1 g- Aquiv. Mitrochondrien entspricht der aus ‘ 
lg Hirn isolierten Menge Mitochondrien). Abszisse : 
Mittelwerte der Konzentrationen vor Versuchs- 

beginn und nach Versuchsende [uMol/ml]. "4. 80 a0 

Orthophosphat —>=— 





Glucose —=— 
pies 
i=-) 
\ 




















Versuche mit Mitochondrien-Hexokinase, welche mit Desoxychol- 
siure behandelt worden war*, zeigt Tab. 6. Glucoseverbrauch und 


* Durch Extraktion mit Desoxycholsdure kénnen viele Mitochondrienproteine 
in Lésung gebracht werden. Die Hexokinase wird durch Desoxycholsaure jedoch 
nicht von der Struktur abgelést®. — Phosphohexose-Isomerase ist in diesen 
Praparaten nur noch in Spuren enthalten. 
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G-6-P-Bildung hangen auch bei diesen Hexokinasepraparaten von der 
Phosphatkonzentration ab. Nach Zusatz von 2 - 10-* Mol// Orthophosphat 
ist die G-6-P-Bildung um 30% gesteigert, wihrend Na,SO, in der gleichen 
Konzentration nur geringen Einflu8 hat. Erhéhung der Phosphat- 
konzentration bis 8 - 10-3 Mol// ergab bei einer Reihe von Versuchen 
nur noch eine geringe weitere Steigerung. Quantitativ ist die Abhangig- 
keit des Glucoseumsatzes von der Phosphatkonzentration bei den 
Hexokinasepraparaten also eine andere als bei den Homogenaten oder 
bei Mitochondrien. Die Mitochondrienstruktur, in welche die Hexokinase 
eingebaut ist und die bei der Behandlung mit Desoxycholsaure zerstért 
wird, beeinfluBt also den ,,Phosphateffekt*. 


Tab. 6. Aktivitaét von Mitochondrien-Hexokinase aus Kalbshirn unter verschiedenen 

Versuchsbedingungen. 1 m/ Ansatz (aerob) enthielt die aus ~0,5 g Hirn stammende 

Menge strukturgebundener Hexokinase (= 0,5 g-Aquiv.), auBerdem 5,5 uMol Sub- 
strat, 5 uMol ATP und 5 ~Mol Mg?®. Versuchsdauer 30 Min., Temperatur 37°. 





Substrat Glucose Glucose Mannose 2-Desoxy- 
| glucose 





Pro ml Ansatz 
zugefiigtes | 0O 2 0 2 

Orthophosphat (+EDTA)*|(+ EDTA)* 
(uMol) f 





Substrat 
verbraucht 1,10 | 1,75 1,05 1,84 1,92 | 1,98 | 1,71 | 1,78 
(uMol/ml 
Ansatz) 


G-6-P 
gebildet** 1,30 | 1,76 1,17 1,63 — — — — 
(uMol/ml 
Ansatz) 


* Die Ansitze enthielten 2-10—8m Na-Athylendiamintetraacetat. 
** FDP entsteht nur in sehr geringer Menge, da die Hexokinasepriparate nur Spuren von 


Phosphohexokinase enthalten. 





























Im Gegensatz zur Glucose hingt der Umsatz von Desoxyglucose und 
Mannose nicht oder in viel geringerem Mabe von der Phosphatkonzentra- 
tion ab. Diese beiden Zucker bilden keine, die Hexokinase hemmenden 


Phosphorsiaureester. 


Versuche mit intakten Tumorzellen 

Die Ergebnisse der Versuche mit intakten Zellen zeigt Tab. 7. 

Wie bei den Versuchen mit Homogenaten wird auch in intakten 
Zellen die Glykolyse durch Phosphat gesteigert, und zwar aerob stiirker 
als anaerob. Zur Erzielung des ,,Phosphateffektes“ ist bei intakten 
Zellen jedoch eine sehr viel héhere Phosphatkonzentration erforderlich 
als in Homogenaten, da die Phosphationen nur langsam aus dem Medium 
in die Zellen einzudringen vermégen. Eine ihnliche Steigerung der 








bildun 


; bei den Versuchen 4 und 6 wurde 


Konzentration sowie Milchsaiuret 


Tab. 7. G-6-P-, FDP- und ATP- 
~ Ringer-Liésung mit Zusatz von Tris-Puffer 
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Glykolyse intakter Tumorzellen durch Orthophosphat wurde auch von 
Racker und Wu” nachgewiesen. 

Die Bestimmung der Intermediirprodukte G-6-P und FDP sowie 
von ATP in intakten Zellen unter verschiedenen Versuchsbedingungen 
fiihrte zu folgenden Ergebnissen (Tab. 7): Ebenso wie in den Homo. 
genaten liegt der G-6-P-Spiegel aerob hoheralsanaerob. Dies gilt auch, 
wenn als Substrat Mannose verwendet wird, da zwischen dem zunichst 
entstehenden Mannose-6-phosphat und Glucose-6-phosphat durch Phos. 
phomannose-Isomerase ein Gleichgewicht eingestellt wird*. Im Ver- 
gleich zu Homogenaten (Tab. 3) ist die aerob-anaerobe G-6-P-Differenz 
in intakten Zellen im Mittel etwas gréBer. 

Wird die oxydative Phosphorylierung durch 2.4-Dinitro-phenol ent- 
koppelt, so stellt sich unter aeroben Bedingungen der anaerobe, niedere 
G-6-P-Spiegel ein. Der G-6-P-Spiegel hingt also von der oxydativen Phos- 
phorylierung und nicht von der Atmung als solcher ab. 

Die FDP-Konzentration liegt in intakten Zellen im Gegensatz zu 
Homogenaten anaerob héher als aerob. In Bezug auf den FDP-Spiegel 
verhalten sich intakte Zellen und Homogenate also verschieden. In 
intakten Zellen wird FDP aerob nicht zuriickgestaut. 

Die ATP-Konzentration intakter Zellen ist aerob und anaerob nur 
wenig verschieden. 

Die von uns beim Ubergang von aeroben zu anaeroben Bedingungen 
festgestellten Veriinderungen des G-6-P-, FDP- und ATP-Spiegels ent- 
sprechen vollkommen den Untersuchungen von Lynen an Hefe!’. Das 
anorganische Phosphat verhilt sich in Tumorzellen jedoch anders als 
in Hefezellen. Wahrend die Konzentration in Hefezellen beim Ubergang 
von aeroben zu anaeroben Bedingungen ansteigt, andert sie sich in 
Ascites-Tumorzellen (bezogen auf die gesamte Zelle) nicht wesentlich. 
Wir fanden anaerob eine geringe Abnahme (aerob: 6,8 “Mol/m/; anaerob: 
5,9 uMol/ml), Racker und Wu” eine geringe Zunahme. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die in schonend hergestellten Homogenaten des Ehrlich-Ascites- 
Tumors nachgewiesene Pasteur-Reaktion wird, ebenso wie die Pasteur- 
Reaktion intakter Zellen, durch Entkoppelung der oxydativen Phos- 
phorylierung aufgehoben. Sie unterscheidet sich dadurch wesentlich 
von der Glykolysehemmung, welche durch Hinzufiigen von Mitochondrien 
aus Leber (und anderen Organen) zu einem Glykolyse-Enzymsystem***! 


* Die Pasteur-Reaktion tritt mit Mannose als Substrat in der gleichen Weise 
ein wie mit Glucose. Da G-6-P nach Crane und Sols auch die Phosphorylierung 
von Mannose hemmt, kommt der aeroben Steigerung des G-6-P-Spiegels die gleiche 
Bedeutung wie bei den Versuchen mit Glucose zu. 

22 R. Wu u. E. Racker, J. biol. Chemistry 234, 1036 [1959]. 

23 H. Tiedemann u. J. Born, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 27, 
656 [1958]; Z. Naturforsch. 18b, 268 [1958]. 

*4 A.C. Aisenberg, B. Reinafarje u. V.R. Potter, J. biol. Chemistry 
224, 1099, 1115 [1957]. 
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hervorgerufen wird. Die durch Mitochondrien ausgeléste Hemmung wird 
durch 2.4-Dinitro-phenol nicht aufgehoben™ und ist zudem unter aeroben 
Bedingungen nur wenig stirker als anaerob*’. Die Bezeichnung mito- 
chondriale Pasteur-Reaktion** ist fiir den durch Mitochondrien ausge- 
lésten Effekt deshalb nicht gerechtfertigt. 


In den Homogenaten ist die Pasteur-Reaktion nicht so stark aus- 
gepragt wie in intakten Zellen. Doch konnte mit den Homogenaten eine 
Reihe von Experimenten in Angriff genommen werden, welche sich mit 
intakten Zellen nur schwer durchfiihren lassen. Insbesondere konnte der 
EinfluB von Coenzymen, deren Konzentration von der oxydativen Phos- 
phorylierung und der Glykolyse abhingt (ADP, ATP), sowie von anorga- 
nischem Phosphat untersucht werden, da deren Konzentration in den 
Homogenaten in weiten Grenzen variiert werden kann. Die Bestimmung 
von Glykolyse-Intermediirprodukten (G-6-P, FDP) in Homogenaten und 
intakten Zellen lieB Riickschliisse auf die Aktivitit einzelner Enzym- 
reaktionen der Glykolysekette zu. 


Die Versuche zeigten, daB der Glucoseumsatz iiber die Hexokinase- 
und Phosphohexokinasereaktion gesteuert wird. Eine besondere Be- 
deutung kommt hierbei dem G-6-P-Spiegel zu, da G-6-P auf die Hexo- 
kinase zuriickwirkt und diese hemmt?® !6. 


Da die G-6-P-Konzentration aerob sowohl in intakten Zellen als 
auch in Homogenaten gegeniiber den anaeroben Werten erhéht ist, ist 
an der Pasteur-Reaktion wahrscheinlich eine unter aeroben Bedingungen 
verstiirkte Riickhemmung beteiligt*. 


Die aerobe Erhéhung der G-6-P-Konzentration kann dabei entweder 
durch vermehrte Bildung oder aber durch Hemmung des weiteren Um- 
satzes zustande kommen. Da aerob die Aktivitit der Hexokinase und 
damit die G-6-P-Bildung verringert ist, muB die zweite Méglichkeit zu- 
treffen, also eine Hemmung des weiteren Umsatzes bestehen. Die Ver- 
suche zeigten aber, daB bei hoher G-6-P-Konzentration der Umsatz 
von G-6-P weder aerob noch anaerob gehemmt ist. Nur bei geringer 
G-6-P-Konzentration, wie sie beim stationiiren Zustand der Glykolyse 
in intakten Zellen vorliegt, stellt sich aerob ein héherer Spiegel ein (Tab. 5). 


* Fir Tumormitochondrien-Hexokinase und Glucose ais Substrat betragt die 
Hemmkonstante Ki,c-s-p 4 + 10-4 164, Mit den in Tab. 7 angegebenen G-6-P-Konzen- 
trationen errechnet sich aerob ~ 53%, anaerob ~ 40°% Hemmung. Hierbei wird 
jedoch die — sicher nicht richtige — Voraussetzung gemacht, daB die G-6-P- 
Konzentration am Ort der Mitochondrien-Hexokinase der Gesamt-G-6-P-Konzen- 
tration der Zellen entspricht. — Eine Hemmung der Hexokinase in Ascites-Tumor- 
zellen durch G-6-P folgt auch aus den Versuchen von K. Lomberg-Holm (Bio- 
chim. biophysica Acta [Amsterdam] 35, 464 [1959]). 

Der Pasteur-Effekt von Hefezellen kann durch diesen Mechanismus nicht 
erklart werden, da Hefehexokinase durch G-6-P nicht gehemmt wird?* und die 
Aktivitaét der Hefehexokinase nicht vom Phosphat abhangt?’. 

26 M. W. Slein, G. T. Cori u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 186, 763 [1950]. 

27 M. Kunitz u. M. R. McDonald, J. gen. Physiol. 29, 393 [1946]. 


Po 











2) Heinz Tiedemann und Jochen Born, Bd. 321 (1960) 


Wie diese Steuerung des G-6-P-Spiegels im einzelnen erfolgt, ist noch 
unbekannt**. 


Die Hemmwirkung von G-6-P auf die Hexokinasereaktion kann 
durch Orthophosphat verringert werden. Wenn dieser Effekt bei der 
Pasteur-Reaktion eine Rolle spielt, miiBte der Phosphatspiegel am Ort 
der Hexokinase aerob niedriger sein als anaerob. Die Bestimmung der 
Phosphatkonzentration zeigte jedoch, da diese in intakten Zellen aerob 
und anaerob nicht wesentlich verschieden ist. Dies schlieBt aber nicht 
aus, daB in den Tumor-Mitochondrien, die etwa die Hilfte der insgesamt 
in den Zellen vorhandenen Hexokinase enthalten, bei intakter oxydativer 
Phosphorylierung aerob der Phosphatspiegel herabgesetzt ist. 


Durch die Steuerung der Hexokinasereaktion kénnte Phosphat 
weiterhin in den Riickkoppelungsmechanismus zwischen Glucoseabbau, 
oxydativer Phosphorylierung und ATP verbrauchenden Reaktionen 
eingreifen. Wenn ATP gespalten wird und der Phosphatspiegel ansteigt, 
kénnte die Hexokinasereaktion gesteigert werden. Das anorganische 
Phosphat wiirde dann also in den Mechanismus eingreifen, welcher den 
Glucoseverbrauch mit dem Energie(ATP)-Bedarf in Einklang bringt. 


Der Abbau von FDP zu Milchsiure ist in Homogenaten im Bereich 
von etwa 1—8 wMol/m/ von der Phosphatkonzentration unabhingig. 
Der FDP-Abbau wird (durch ungeniigende Sittigung der Glycerinal- 
dehydphosphat-Dehydrogenase) erst bei Phosphatkonzentrationen 
< 0,5 wMol/m/ verringert (s. auch 1. c. 2%). Die Phosphatkonzentration 
in Ascites-Tumorzellen (6—7 Mol/m/ liegt aber weit iiber diesem 
Wert, auch wenn — ihnlich wie fiir Hefe nachgewiesen?® — nur ein 
Teil des insgesamt in den Zellen vorhandenen Phosphates an den Gly- 
kolysereaktionen teilnimmt. 


Weitere Faktoren der Steuerung des Glucoseumsatzes sind ATP 
und ADP. Diese Coenzyme greifen sowohl auf der Stufe der phosphorylie- 
renden als auch der dephosphorylierenden Enzyme in die Glykolyse ein. 


Da die partikel-gebundene Hirn-Hexokinase durch ADP kompetitiv 
gehemmt wird®®, war hier ein Angriffspunkt des ADP zu vermuten. 
Tatsichlich wurde bei den Versuchen mit Homogenaten der Glucose- 
umsatz durch Erhéhung der ADP-Konzentration gehemmt. Zusatz von 
ATP zu Homogenaten steigert demgegeniiber die Glykolyse. Unter 
aeroben Bedingungen ist diese Steigerung etwas stirker ausgepragt. — 
Die Steuerung der Hexokinase hingt also vom Verhiltnis ATP/ADP ab. 


Unabhingig vom Quotienten ATP/ADP kénnte aerob (bei intakter 
oxydativer Phosphorylierung) aber auch die Affinitét der Hexokinase 


** Vielleicht besitzt eines der G-6-P weiter umsetzenden Enzyme aerob eine 
verringerte Substrataffinitat (Km erhoht). 
28 §. Gatt u. E. Racker, J. biol. Chemistry 2384, 1024 [1959], u. zw. S. 1027. 
29 P. Langen u. E. Liss, Biochem. Z. 332, 403 [1960]. 
30 A. Sols u. R. K. Crane, J. biol. Chemistry 206, 925 [1953]. 
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fir ATP (oder die Zuginglichkeit dieses Enzym fiir ATP) infolge einer 
Strukturinderung der Mitochondrien verringert sein (s. 8. 213). Dem 
durch oxydative Phosphorylierung gebildeten ATP kommt hierbei jedoch 
keine Sonderstellung zu. Wie Versuche mit 2-Desoxy-glucose von 
McKee und Mitarbeitern*! an Ascites-Tumorzellen und von Kiesow® 
an Hefe zeigten, kann es fiir die Hexokinasereaktion verwendet werden. 


Die Steuerung der Hexokinase- und Phosphohexokinasereaktion 
durch ADP und Phosphat schlieBt nicht aus, daB die Aktivitat dieser 
Reaktionen auch noch durch andere Faktoren beeinfluBt wird. Beziehun- 
gen zu einer Anderung der Mitochondrienstruktur beim Ubergang von 
aeroben zu anaeroben Bedingungen wurden oben schon erwihnt. Ferner 
ist noch nicht auszuschlieBen, daB (noch unbekannte) Cofaktoren der 
oxydativen Phosphorylierung in die Steuerung dieser Reaktionen ein- 
greifen. Experimentelle Anhaltspunkte haben sich hierfiir jedoch noch 
nicht ergeben. Bisher nachgewiesene glykolysesteigernde Faktoren* 
wirken wahrscheinlich nicht direkt auf die Glykolyse, sondern durch 
Entkoppelung der oxydativen Phosphorylierung**. 


Die Steuerung des Glucoseumsatzes erfolgt, wie oben gezeigt, iiber 
die Hexokinase- und Phosphohexokinasereaktion. Eine Hemmung 
spiiterer Reaktionsschritte fiihrt nicht unmittelbar zu einer Hemmung 
des Glucoseumsatzes, wie in anderem Zusammenhang mit Phenanthren- 
chinon ausgefiihrte Versuche zeigten**. Bei der Einwirkung von Phenan- 
threnchinon auf Ascitestumorzellen tritt in den Zellen DPN-Mangel ein, 
und die Glykolyse wird auf der Stufe der Glycerinaldehydphosphat- 
Oxydation unterbrochen. Dadurch werden vor allem Triosephosphate 
und FDP zuriickgestaut, und das anorganische Phosphat nimmt in den 
Zellen stark ab. G-6-P wird nur in geringem MaBe zuriickgestaut, da das 
Gleichgewicht der Phosphohexokinase-Reaktion auf der Seite von FDP 
liegt. Die beiden phosphorylierenden Reaktionen kommen erst dann 
zum Stillstand, wenn der ATP-Spiegel infolge mangelnder Riickbildung 
von ATP auf sehr geringe Werte abgesunken ist. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft ausgefihrt. 


Zusammenfassung 


In schonend hergestellten zellfreien Homogenaten des Ehrlich- 
Ascites-Tumor der Maus wurde eine Pasteur-Reaktion nachgewiesen. 
Sie wird durch Entkoppelung der oxydativen Phosphorylierung auf- 
gehoben. 


31 K. H. Ibsen, E.L.Coe u. R.W. McKee, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 80, 384 [1958]. 

32K. Negelein, Abt. IV. Int. Congr. Biochem. 8.81 Pergamon Press, 
London 1958. 

33: W.C. Hiilsmann, W. B. Elliott u. E.G. Slater, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 39, 267 [1960]. 

34H. Tiedemann u. H. J. Risse, Experientia [Basel] 16, 319 [1960]. 
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In den Homogenaten stellt sich ebenso wie in intakten Zellen aerob 
eine héhere Glucose-6-phosphat-Konzentration ein als anaerob. Den 
Homogenaten in gréBerer Menge hinzugefiigtes Glucose-6-phosphat wird 
aerob und anaerob aber gleich schnell umgesetzt. 

Durch Erhéhung der Orthophosphatkonzentration wird die Aktivitiit 
der Hexokinasereaktion vor allem aerob gesteigert. Wahrscheinlich hebt 
Phosphat die Hemmung der Hexokinase durch Glucose-6-phosphat z. T. 
auf. Die Glykolyse intakter Zellen wird durch Orthophosphat ebenfalls 
gesteigert. 

Die Aktivitét der Hexokinasereaktion hingt auBerdem vom Ver- 
hailtnis ATP/ADP ab. 

Fructose-1.6-diphosphat wird nur in Homogenaten aerob infolge 
ADP-Mangels zuriickgestaut. In intakten Zellen liegt die Fructose-1.6- 
diphosphat-Konzentration anaerob hoéher als aerob. 


Summary 


A Pasteur effect has been shown in carefully prepared cell-free 
homogenates of mouse Ehrlich ascites-tumour cells. It was abolished 
by uncoupling of oxidative phosphorylation. 

In homogenates, as in intact cells, there is a higher concentration 
of glucose-6-phosphate under aerobic than under anaerobic conditions. 
Excess glucose-6-phosphate, when added to homogenates, is converted 
at equal rates under aerobic or anaerobic conditions. 

By raising the concentration of orthophosphate, the hexokinase 
activity was increased, especially under aerobic conditions. Orthophos- 
phate probably abolishes partly the inhibition of hexokinase by glucose- 
6-phosphate. Glycolysis in intact cells is likewise increased by ortho- 
phosphate. 

Hexokinase activity furthermore depends on the ratio, ATP: ADP. 

Fructose-1:6-diphosphate only accumulates aerobically in homo- 
genates, due to a deficiency of ADP. In intact cells, the concentration 
of fructose-1:6-diphosphate is higher under anaerobic than aerobic 
conditions. 


Dozent Dr. Dr. H. Tiedemann, Heiligenberg- Institut, Heiligenberg, Kreis Uber. 
lingen am Bodensee. 
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Untersuchungen iiber milchzuckerspaltende Enzyme, X14 


Die Lactase des Kalberdarms 
Von 
Kurt Wallenfels und Jiirgen Fischer 


Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Freiburg i. Br. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1960) 


Herrn Prof. Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburtstag in Verehrung zugeeignet 


Das Kernproblem der Enzymologie ist die Frage nach der Spezifitiit, 
ihre Abgrenzung fiir das gegebene Enzym und ihr chemischer Mechanis- 
mus. Wir kennen nur vereinzelte Fille von absoluter Spezifitit; im all- 
gemeinen ist auch ein reines Enzym in der Lage, eine prinzipiell gleich- 
artige Reaktion von verschiedenen Substraten zu katalysieren, wenn 
ihnen bestimmte Strukturmerkmale gemeinsam sind. Bei diesen ver- 
schiedenen Substraten des gleichen Enzyms ist aber dennoch die Ge- 
schwindigkeit der katalysierten Reaktion unter sonst gleichen Reaktions- 
bedingungen von Substrat zu Substrat verschieden. Bei der kristallisier- 
ten p-Galaktosidase von Escherichia coli ML 309 haben wir z. B. fiir 
verschiedene Substrate maximale Wechselzahlen beobachtet, die sich 
wie 1:42500 verhielten. Es ist wichtig zu wissen, ob diese Unterschiede 
in der Reaktionsgeschwindigkeit vornehmlich auf einer verschiedenen 
Labilitit, der durch Hydrolyse spaltbaren Bindung bei den verschiedenen 
Substraten beruhen oder auf einer unterschiedlichen Aktivitit des 
katalytisch wirksamen Enzymbezirks je nachdem, welcher Reaktions- 
partner zur Verfiigung steht, d. h. auf einer abgestuften Spezifitat. Es 
ist z. B. naheliegend, die verhaltnismaiBig groBe Geschwindigkeit der 
Hydrolyse von o-Nitrophenyl-galaktosid — verglichen mit der Geschwin- 
digkeit, mit welcher Lactose, das ,,natiirliche‘‘ Substrat gespalten wird — 
mit der Tatsache in Zusammenhang zu bringen, daB diese Verbindung 
eher den Charakter eines Esters als eines Athers aufweist und daher 
von Natur aus leichter der Hydrolyse unterliegt als ein Disaccharid. 
Ahnliche Stabilitiitsunterschiede kénnten die Glykosidbindungen in 
Disacchariden aufweisen, je nachdem ob es sich um 1-> 1-, 1 3-, 1> 4- 
oder 1 6-Bindungen handelt?. Die beste Méglichkeit, diese Frage zu 
entscheiden, haben wir darin gesehen, die Hydrolysegeschwindigkeit der 
gleichen Substrate unter Katalyse mit einem Enzym anderer Herkunft 
zu bestimmen. 


1 TX. Mitteil.: K. Wallenfels u. O. P. Malhotra, Biochem. Z., im Druck. 
2 8. Peat, W.J. Whelan u. K. A. Hinson, Nature [London] 170, 1056 
[1952]. 














994 Kurt Wallenfels und Jiirgen Fischer, Bd. 321 (1960) 


Schon in der II. Mitteilung dieser Reihe wurde ein Vergleich der 
Wirkung von f-Galaktosidasen verschiedener Herkunft vorgenommen*. 
Hier erwies sich das Enzym aus der Schleimhaut des Kalberdarms als 
prinzipiell verschieden von drei anderen Fermentpriaparaten aus Helix 
pomatia, Aspergillus flavus und E. coli: wiihrend diese als Hauptprodukte 
der Synthese durch Galaktose-Transfer Tri- und Disaccharide liefern, 
die im Papierchromatogramm langsamer laufen als Lactose, bildet das 
Kialberdarmenzym als Hauptprodukt ein schneller wanderndes Di- 
saccharid (Lactobiose II), das, wie wir nun wissen, 3-[$-D-Galaktosido |- 
glucose ist. Bei den Haupttransferprodukten der anderen genannten 
f-Galaktosidasen handelt es sich dagegen um 1-> 6-verkniipfte Galak- 
toside. 


I. Analytische Methoden 


Bestimmung der #-Galaktosidase-Aktivitat 

Zur Aktivitétsbestimmung wurde der gleiche Standard-Test verwandt, wie 
er schon bei der Reinigung der £-Galaktosidase aus Z. coli beschrieben wurde’. 
Der einzige Unterschied besteht darin, daB keine Mn?®-Ionen zugegeben wurden, 
da diese keinen EinfluB auf die Aktivitat des Kalberdarmenzyms haben. 

Der kinetische Test, der zur Untersuchung der Enzym-Aktivitét in Ab- 
hangigkeit von den Reaktionsbedingungen und hemmenden Einfliissen diente, 
wurde in Citrat-Phosphat-Puffer® bei py 5,3 durchgefiihrt. 

Testansatz: 1,0m/ o-NPG-Lésung* (2-10-2m in Citrat-Phosphat-Puffer, 
px5,3), 0,1 ml Enzymlésung in geeigneter Verdiinnung, ad 2,0 ml mit Puffer 
auffiillen. 

o-NPG-Lésung und Puffer werden in der Kiivette (d = 1 cm) auf die ge- 
wiinschte Temperatur vorgewarmt; dann wird die Reaktion durch Zugabe der 
Enzymlésung gestartet und die Extinktionszunahme bei 405 mu 3 Min. lang ver- 
folgt. Zur Berechnung dient die Extinktionsdifferenz zwischen der 1. und 3. Minute. 

Berechnung der Aktivitat: 1/e fiir o-Nitrophenol in Citrat-Phosphat-Puffer , 
pxH5,3 bei 20°: 1,585 - 10-* Mol/cm?; bei 40°: 1,565 - 10-® Mol/cm?. 

1/e + 2,0 + 10®- log I,/I 

2 


Die Extinktionskoeffizienten fiir p-Nitrophenol sind bei 20°: 1/e = 2,3803 - 10-° 
Mol/cm?; bei 40°: 1,7535 - 10—-® Mol/cm?. Die Aktivitatsberechnung erfolgt in oben 
beschriebener Weise. 

Zur Lactosespaltung hatte der Testansatz folgende Zusammensetzung: 
Lactose-Konzentrationen im Test 2—5-10-°m, Enzymlésung 0,1 ml, ad 2,0 ml 
mit Citrat-Phosphat-Puffer, px 5,3, auffiillen. 

Die Dauer der Hydrolyse betrug 5 Min., dann wurde die Reaktion durch 
5 Min. langes Erhitzen in einem kochenden Wasserbad abgestoppt. 0,1 ml dieses 
Ansatzes wurde zur enzymatischen Glucose-Bestimmung nach Pfleiderer und 
Grein® verwendet. Diese ist ausfiihrlich in der III. Mitteil. dieser Reihe* beschrieben. 


= Mol gespaltenes o-NPG pro Ansatz und Min. 





* Abkiirzungen: o-NPG = o-Nitrophenol-f-p-galaktosid, DPNH = redu- 
ziertes Diphosphopyridinnucleotid; DEAE-Cellulose = Diathylaminoathyl-Cellu- 
lose; Tris = Tris-[hydroxymethy]]-aminomethan. 

3 II. Mitteil.: K. Wallenfelsu. E. Bernt, Liebigs Ann. Chem. 584, 63 [1953]. 

4 TIT. Mitteil.: K. Wallenfels, M. L. Zarnitz, G.Laule, H. Bender u. 
M. Keser, Biochem. Z. 381, 459 [1959]. 

5 T.C. McIlvaine, J. biol. Chemistry 49, 183 [1921]. 
6 G. Pfleiderer u. L. Grein, Biochem. Z. 328, 499 [1957]. 
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In der Berechnung der Aktivitaét ist dort fiir den Extinktionskoeffizienten von 
DPNH irrtiimlicherweise ein falscher Zahlenwert eingesetzt worden. Dieser sei an 
dieser Stelle korrigiert: ¢ fiir DPNH bei 25° = 3,25 - 108 cm?/mMol. Die Berechnung 
der Aktivitaét erfolgt dann nach: 


0,308 - 2,5 - 4d #- Verdiinnung 
Spaltungszeit 


Als zweite Methode der Glucose- Bestimmung wurde die enzymatische ,,Blut- 
zuckerbestimmung*‘ von Boehringer nach Huggett und Nixon’ angewandt. 
Darin wird die Glucose durch Glucoseoxydase zu Gluconsaure oxydiert. Das ent- 
standene H,O, oxydiert unter Katalyse von Peroxydase o-Dianisidin zu einem 
braunen Farbstoff. Die Menge des gebildeten Farbstoffs ist ein Ma8 fiir die um- 
gesetzte Glucose und wird bei 436 mu gemessen. Die Berechnung erfolgt aus einer 
Eichkurve, die taglich mit einer bekannten Glucoseliésung aufzustellen ist. 

Zur EiweiB8bestimmung wurde die Methode nach Folin*® verwendet, 
deren Ausfiihrung ebenfalls in der III. Mitteil. beschrieben wurde’. 


= Mol gespalt. Lactose pro Min. u. m/ Enzymlésung. 





II. Reinigung der Lactase aus Kalberdarm 


1952 wurde von Young und Reithel!® eine Reinigung des Enzyms 
aus Kialberdarm beschrieben, wobei eine 100fache Anreicherung, be- 
zogen auf den Proteingehalt des 1. Extraktes, erzielt wurde. Im Ver- 
gleich zu der Aktivitaét des kristallisierten Coli-Enzyms hatte dieses 
Praiparat aber eine sehr geringe Aktivitit. Da wir vermuteten, daB dieses 
auf eine entsprechend geringere Reinheit zuriickzufiihren ist, haben wir 
versucht, eine weitergehende Anreicherung zu erzielen. 


a) Definition der Aktivititseinheit: Als Einheit der Aktivi- 
tit bezeichnen wir diejenige Enzymmenge, die unter den Bedingungen 
des Standard-Testes die Spaltung von 1 y 0-NPG bewirkt. Es ist die 
gleiche Einheit, welche auch bei der friiher beschriebenen Reinigung 
der B-Galaktosidase von EF. coli ML 309 benutzt wurde. Beim Vergleich 
mit der Aktivitat dieses Enzyms ist zu beriicksichtigen, daB die Test- 
bedingungen des Standardtestes die optimalen fiir das Coli-Enzym sind, 
nicht aber fiir das Darmenzym. Trotzdem bleibt ein gewaltiger Unter- 
schied beziiglich Gesamtaktivitit und spezifischer Aktivitit bestehen. 
Die Coli-Bakterien liefern, wenn sie optimal geziichtet werden, etwa 
10* mal mehr Aktivitat als die Darmschleimhaut. 

Auch in diesem Falle haben wir Bemiihungen in drei verschiedenen 
Richtungen unternommen: 1. Erzielung méglichst aktiven Ausgangs- 
materials, 2. méglichst vollstindige Extraktion des Enzyms aus diesem, 
3. Anreicherung durch Fraktionierung. Wiahrend bei den Coli-Bakterien 
schon durch die Auswahl eines geeigneten Stammes und durch die Art 
der Anzucht die Aktivitait des Ausgangsmaterials stark beeinfluBt werden 


7 A.S. G. Huggett u. D. A. Nixon, Biochem. J. 66, 12P [1956]. 

8 C. Folin u. V. Ciocalteau, J. biol. Chemistry 73, 627 [1927]. 

® 0. H. Lowry, B. J. Rosebrough, A. L. Farr u. R. J. Randall, J. biol. 
Chemistry 198, 265 [1954]. 

10 R.G. Young u. F. J. Reithel, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
9, 283 [1952]. 
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kann, ist man bei dem Darmenzym in dieser Hinsicht weitgehend macht- 
los. Immerhin haben wir beobachtet, da die $-Galaktosidase-Aktivitit 
des Darmschleims mit zunehmendem Alter der ‘Tiere abnimmt. Sie ist 
bei 18 Monate alten Rindern auf 25—30°% der Aktivitit abgesunken, 
die wir bei 2—3 Monate alten Kilbern gefunden haben. 


b) Extraktion: Der Diinndarm eines frisch geschlachteten Kalbes wird 
auBen vom Fett befreit, in 1—2m lange Stiicke geschnitten und zur Reinigung 
kraftig mit kaltem Wasser durchgespiilt. Dann werden die Stiicke der Lange nach 
aufgeschnitten und die Schleimhaut mit einem Objekttraiger abgeschabt. 

Die frische Schleimhaut wird in einem Waring-Blendor mit der dreifachen 
Menge Aceton bei —15° homogenisiert. Die Mischung bleibt 15 Min. stehen und 
wird dann in einer Stock-Zentrifuge bei —15° und etwa 3000 U./Min. zentrifugiert. 
Mit dein Riickstand wird der ganze Proze8 wiederholt und darauf der endgiiltige 
Riickstand in einem Exsikkator iiber konz. Schwefelsiure im Vak. getrocknet. Die 
getrocknete Substanz wird in einer Kugelmiihle zu feinem Pulver zermahien. 
Dieses wird bei —15° im Exsikkator aufbewahrt. Es ist so monatelang haltbar. 


Zur Extraktion werden 50 g dieses Trockenpulvers mit 200 g Quarzsand (p. A.) 
in 500 ml m/30 Phosphat-Puffer, pH 6,8 + 500 ml Wasser + 1 ml Octanol (um das 
Schéumen zu verhindern) 5 Stdn. auf einer Maschine bei Zimmertemperatur ge- 
schiittelt. Die Suspension wird dann vom Sand in einen Batch-Bowl-Rotor der 
praparativen Ultrazentrifuge (Spinco Mod. L) abgegossen und 60 Min. bei 0° und 
16000 U./Min. zentrifugiert. Man erhalt 850 mi einer gelben, nur schwach getriibten 
Lésung. : 

c) Entfernung der Nucleinsauren: Zu dem zellfreien Extrakt 148t man 
unter Riihren bei 0° langsam 45 ml einer 0,1m MnCl,-Lésung zutropfen AnschlieBend 
wird 30 Min. weitergeriihrt und darauf die einem Zehntel des Gesamtvolumens ent- 
sprechende Menge einer 0,2proz., neutralisierten Protaminsulfatlésung tropfen- 
weise zugegeben (90 ml). Die Fallung bleibt iiber Nacht bei 0° stehen und wird 
dann, wie nach der Extraktion, 60 Min. bei 0° und 16000 U./Min. im Batch-Bowl- 
Rotor zentrifugiert. Man erhalt 950 ml einer klaren, gelben Lésung. 


d) Alkoholfallung: Zu der Enzymlésung werden 45 ml einer 0,1m Trilon- 
lésung gegeben. Dann werden, wahrend man von 0 auf —15° abkiihlt, langsam 
1660 ml auf —15° vorgekiihltes Athanol zugetropft. Die Fallung bleibt iiber Nacht 
bei — 15° stehen und wird dann bei der gleichen Temperatur 90 Min. bei 3000 U./Min. 
zentrifugiert. Der Riickstand wird in m/30 Phosphat-Puffer, p#6,8, suspendiert 
und anschlieBend 25 Min. bei 20000 U./Min. zentrifugiert. Man erhalt 280 mi eines 
farblosen Uberstandes. 


e) Essigsiure-Fallung: Bei der Reinigung der Pferde-Serum-Maltase be- 
schreiben Liebermann und Eto" die Anwendung einer Essigsiure-Fallung bei 
einem py von 4,3. Ein ahnlicher Reinigungsschritt lie sich auch in unserem Falle 
mit gutem Erfolg durchfiihren. 

Zu dem klaren Extrakt der Alkoholfallung gibt man bei Zimmertemperatur 
soviel 1m Essigséure, daB ein py von 4,45 erreicht wird (etwa 12 ml). Die Fallung 
bleibt dann 15 Min. bei Zimmertemperatur stehen und wird darauf 30 Min. bei 
20000 U./Min. zentrifugiert. Man erhalt 271 mi eines klaren, farblosen Uberstandes. 
Zum Abpuffern der Siure gibt man dann 1,84 g Na-Acetat hinzu. 


f) Alkohol-Ammoniumsultat-Fallung: Einen hervorragenden Reini- 
gungseffekt erzielten wir durch eine Fallung mit Athanol in Gegenwart von 
Ammoniumsulfat. Die optimalen Bedingungen hierfiir waren 50% Alkohol und 
Ammoniumsulfat der Sattigung 0,15 (siehe Tab. 1). Da bei EiweiBkonzentrationen 
unter 1 mg/ml diese kombinierte Fallung zur Inaktivierung des gesamten Enzyms 


11 T, Liebermann u. W. H. Eto, J. biol. Chemistry 225, 903 [1957]. 
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fihrt, wird zunachst durch eine 2. Athanolfallung (50%) das Protein konzentriert. 
Von der dabei erhaltenen Fallung werden mehrere Ansatze zusammengefaBt (in 
diesem Fall drei, 39,3 m1). Zu dieser Lésung wird nun bei 0° gesattigte Ammonium- 
sulfat-Lésung gegeben bis zu einer Sattigung von 0,15 (6,96 ml). Dann wird die 
Temperatur weiter bis auf —15 bis —20° erniedrigt und tropfenweise Athanol bis 
zu einer Konzentration von 50% (50 ml) zugegeben. Die Fallung bleibt etwa 4 Stdn. 
bei —15° stehen und wird dann 25 Min. bei 20000 U./Min. ~entrifugiert. Der Riick- 
stand wird zur Extraktion des aktiven Proteins mit 15 ml m/30 Phosphat-Puffer 
behandelt und wieder zentrifugiert. 


Tab. 1. Alkohol-Ammoniumsulfat-Fallungen bei verschiedenen Ammoniumsulfat- 








sittigungen. 

Ammonium- y " 
sulfat-Satt.« | 05 0,08 | 0,10 | 0,12 0,15 0,20 
Reinigung 1,4 2,2 2,9 4,6 15,0 6,9 

(x-fach) 

















* Eine bei Zimmertemperatur gesattigte Ammoniumsulfatlésung besitzt den Sattigungsgrad 1,0. 


Dieser gesamte ProzeB8 wird wiederholt. Man kann dadurch die Reinigung 
noch betrachtlich erhéhen, wie aus Tab. 2 hervorgeht. 


Tab. 2. Reinigungsgang fiir die $-Galaktosidase der Kalberdarmschleimhaut, 
ausgehend von 50 g Acetontrockenpulver. 








Spe- nN Aus- | Reini-| Pro- | Vo- 
Reinigungsschritt zifische aktivi tat beute*} gung*| tein | lumen 
Aktivitat se mg/ml} mil 
Trockenpulver ...... 8 63300 — oo 8,8 | 900 
MnCl,/Protamin ..... 10,5 60600 96 | 1,31 5,7 | 1010 
AlkGnOLGOY, «3% ss 2 17,3 48500 80 | 1,65 | 10,4 | 270 
Essigsiure py4,45..... 126 39500 81 7,3 1,2 | 261 
Alkonel BUY, 6 os «6 % + 200 32000 81 1,63 | 10,0 16 
Alkohol-Ammoniumsulfat . 1520 31600 98 7,6 2,34 8,9 
Alkohol-Ammoniumsulfat . 17000 20100 64 |}1i,1 0,22 5,3 




















* Bezogen auf den vorangegangenen Reinigungsschritt. 


Wie Tab. 2 zeigt, wurde durch die bisherige Fraktionierung eine 
etwa 2100fache Anreicherung erzielt. Trotz relativ guter Ausbeuten bei 
jedem einzelnen Schritt und teilweise hervorragenden Anreicherungs- 
effekten hat man am Ende, wenn man von 50 g Trockenpulver — ent- 
sprechend 8—10 m Kialberdarm — ausgeht, nur noch etwa 1 mg Protein 
in Hainden, wobei die Substanz in einer Konzentration von nur 0,22 mg 
Protein/ml vorliegt. Da eine weitere Reinigung die Bearbeitung in héherer 
Konzentration voraussetzt, wurde durch mehrmalige Wiederholung des 
gleichen Reinigungsverfahrens eine gréBere Menge der 1. Alkohol- 
Ammoniumsulfat-Fiallung hergestellt. Die Wiederholung der Fillung 
lieferte dann eine Substanz mit einer spezifischen Aktivitit von 
5000 Einh./mg. Diese Substanz, die nun in gréBerer Menge vorlag, zeigte 
fiir ein Protein ungewohnliche Eigenschaften: Sie bildete bei der Fallung 
mit Ammoniumsulfat einen zihfliissigen Sirup. Die stark positive 
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Anthronreaktion deutete auf einen hohen Gehalt an Kohlenhydrat hin. 
Hydrolyse und Papierchromatographie bestitigten diesen Verdacht. 
Durch dreistiindiges Erhitzen mit 1,57 HCl auf 100° erhielt man im 
Zuckeranteil nur zwei reduzierende Zucker: Galaktose und N-Acety!- 
glucosamin. Mit 3n HCl wurde auch dieses quantitativ gespalten und 
man fand nur Galaktose und Glucosamin. 

Die Tatsache, daB Protein und Kohlenhydrat durch die Fraktio- 
nierung, bei welcher eine etwa 1000fache Anreicherung der Enzym- 
aktivitat erzielt wurde, nicht voneinander getrennt wurden, spricht fiir 
eine relativ feste Bindung. Man kennt einige Beispiele fiir ein gleich- 
artiges Verhalten: Hefesaccharase wurde von E. H. Fischer™ 200fach 
angereichert. Das aktivste Priparat enthielt 70° eines Polysaccharids, 
das nach der Hydrolyse ausschlieBlich Mannose lieferte. Auch die 
kristallisierte Hexokinase der Hefe besteht nach Boser?® zu etwa 50% 
aus Mannan. Wihrend bei Fischer bei dem Versuch der Chromato- 
graphie zum Zwecke der Trennung von Protein und’ Mannan an Bentonit 
stets Inaktivierung eintrat, fiihrte die Chromatographie der £-Galaktosi- 
dase des Kilberdarms an DEAE-Cellulose zu einer Steigerung der Wirk- 
samkeit. 





g) Fraktionierung an DEAE-Cellulose: Die DEAE-Cellulose wird mit 
0,002m K-Na-Phosphat-Puffer, pH6,8 gewaschen und dann in ein kiihlbares 
Chromatographierohr (12 x 1 cm) mit eingeschmolzener Glasfritte gefiillt. Man laBt 
sie zunachst bei normalem Druck absitzen und erst, wenn die Saule véllig gefiillt ist, 
legt man einen Druck von etwa 2 m Wassersiule an. Auf diese Weise erreicht man, 
da8B die Cellulose nicht zu fest zusammengepreBt wird. Die Durchlaufgeschwindig- 
keiten lagen im allgemeinen zwischen 7 und 10 m//Stde. Ein schnellerer Durchlauf 
verminderte den Reinigungseffekt. 

Die Enzymlésung wird vor dem Aufsetzen auf die Cellulose-Saéule gegen 
0,002m K -Na-Phosphat-Puffer, px 6,8, dialysiert, um noch vorhandenes Ammonium- 
sulfat zu entfernen. Dann pipettiert man 6—8 mi der dialysierten Lésung, die etwa 
10—13 mg Protein enthalt, auf die Saiule. Darauf wird die Entwicklung mit dem 
gleichen Puffer begonnen. Alle 30 Min. wird eine Fraktion abgenommen und auf 
den Gehalt an Kohlenhydrat (Anthron-Reaktion) und Aktivitaét (Standard-Test) 
untersucht. Nach 8 Fraktionen wird der Puffer gegen einen stiarkeren (0,01m) vom 
gleichen pq ausgewechselt, dieser wiederum nach Fraktion 26 gegen einen gleichen, 
der 0,01m Ammoniumsulfat enthalt. Mit simtlichen Lésungen wird nur Kohlen- 
hydrat jedoch keine Aktivitét eluiert. Erst, wenn man die Ammoniumsulfat- 
konzentration auf 0,05m erhéht, kann man in wenigen Fraktionen die Hauptmenge 
des aktiven Proteins auffangen. 


Der Verlauf der Fraktionierung durch Chromatographie ist in 
Abb. 1 dargestellt. Nach einer Vorfraktion mit geringer Aktivitét kommt 
die wirksame Substanz in Frakt. 35—37 praktisch vollig von der Siule 
herunter. Parallel mit der enzymatischen Aktivitaét wurde der Gehalt 
an Kohlenhydrat mit der Anthronreaktion bestimmt. Abb. 1 zeigt, dai 
wihrend des ersten Anstiegs und Abfalls der Aktivitit die Intensitit 
der Anthronreaktion staindig abnimmt, beim zweiten Anstieg zur Haupt- 


12 EK. H. Fischer, L. Kohtes u. J. Fellig, Helv. chim. Acta 84, 1132 [1951]. 
13 H. Boser, diese Z. 300, 1 [1955]. 
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fraktion und anschlieBendem Abfall aber mit der enzymatischen Aktivitat 
vollig iibereinstimmend wiederum zu- und abnimmt. Die Hauptfraktion, 
die von der Cellulose-Austauscher-Siule eluiert wird, zeigt einen Gehalt 
von 2,5 Teilen polymerer Glucose-Aquivalente nach der Anthronreaktion 
auf 1 Teil Protein nach Folin. Die spezifische Aktivitat betrigt in ihr 
16500—17300 Einheiten, d.h. sie besitzt etwa die gleiche Aktivitat wie die 
aktivste Lésung nach der Fraktionierung durch Fillung (s. Tab. 2). 
Das Enzym stellt somit in dieser Reinheitsstufe ein Glykoprotein dar. 
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Abb. 1. Verlauf der Chromatographie von Lactase aus Kalberdarm an DEAE- 
Cellulose. Linke Ordinate: Lactase-Aktivitét in Einh./ml (—); rechte Ordinate: 
Kohlenhydrat in mg/ml (- - -). 


III. Eigenschaften des gereinigten Enzyms 
1. Chemische Zusammensetzung 


Zur Untersuchung der chemischen Zusammensetzung wurde ein 
Priparat der Fraktionierung durch Ionenaustausch benutzt. Es wies 
eine spezifische Aktivitit von 10000 auf. Von Priparaten héherer Ak- 
tivitiét stand zu wenig Material zur Verfiigung, um Analysen auszu- 
fiihren. Die Papierchromatographie zeigte jedoch, daB auch in der ak- 
tivsten Fraktion die chemische Zusammensetzung prinzipiell gleichartig 
ist. Die Proteinbestimmung ergab in 28,5 mi Lésung einen Gehalt an 
7,0 mg Protein. Durch Trocknung in gefrorenem Zustand wurde daraus 
ein weiBes Pulver erhalten, das 100 mg wog. Dieses Trockenpriparat 
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ergab die in Tab. 3 zusammengestellten Analysendaten. Die Hydrolyse 
zur Zuckerbestimmung wurde in 1,5n HCl vorgenommen. Die Papier- 
chromatographie zeigte nur Galaktose und N-Acetyl-glucosamin als 
einzige Kohlenhydratbestandteile. 


Tab. 3. Chemische Analyse der 6-Galaktosidase des Kalberdarms. Spezif. Akt. 10000, 
Anreicherung 1:1250. 





Elementaranalyse: 46,0% C, 6,9% H, 6,6% N, bei 1,04% Asche 





OSS ee eee eee 9,0% 
coil TSS S85 SRS eeere oar 12,6 2 
N-Acetyl-glucosamin nach Boas! 71,0 
Galaktose .......54 17,0°%, yy, 
-Protein,nach Folin ...... 10%, 





Berechnete Werte fiir diese Zusammensetzung: 
44,8% C, 6,05% H, 6,03% N, 13,8% Acetyl 


Die Tab. 3 zeigt, daB die Ubereinstimmung zwischen den theore- 
tischen und den experimentellen Werten recht befriedigend ist. 


2. Das Absorptionsspektrum 


Zur Messung des Absorptionsspektrums (Abb. 2) diente ein Praparat 
mit der spezifischen Aktivitit 17000, entsprechend einer 2000fachen 
Anreicherung der Wirksamkeit. Der Quotient Ey, g9/Hg9 betriigt 1.47, 
d. h. er liegt im Bereich, der fiir Proteine charakteristisch ist. 
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Abb. 2. Absorptionsspektrum des gereinigten Enzyms. 
Im Rohprodukt sind erhebliche Mengen an Stoffen enthalten, die 


ein Absorptionsmaximum bei etwa 260 my aufweisen. Hierbei diirfte 
es sich in erster Linie um Nucleinsiuren handeln. Die Abb. 3 zeigt, dab 


14 N. F. Boas, J. biol. Chemistry 204, 553 [1953]. 
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dicse im Laufe der Anreicherung der Aktivitét allmihlich entfernt 


werden. 
5 yo 
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Abb. 3. Absorptionsspektren: I. im zellfreien Extrakt; IT. nach der Alkoholfallung ; 
IIT. nach der Fallung mit Alkohol + Ammoniumsulfat. 


3. Der Einflu&8 der Wasserstoffionen-Konzentration 


a) Stabilitat: Zur Bestimmung der Stabilitét des Enzyms in 
Abhingigkeit vom px wurden je 0,1 m/ Enzymlésung 30 Min. mit 
Pufferlésungen von px 3,0—8,0 bei 20° inkubiert. Es wurde ein Citrat- 
Phosphat-Puffer verwandt (0,lm Citronsiure, 0,2m Na,HPQ,). An- 
schlieBend erfolgte die Aktivititsbestimmung der einzelnen Proben im 
Standard-Test bei pu 6,8. Wie Abb. 4 zeigt, weist das Enzym eine er- 
hebliche Stabilitét zwischen pu 4 und 8 auf. Das Optimum liegt bei pu 
5,0. 


b) Aktivitat: Zur Messung der py-Abhingigkeit der Aktivitiat 
wurde mit Hilfe des beschriebenen kinetischen Testes die maximale 
Anfangsgeschwindigkeit der Hydrolyse bei verschiedenen pu-Werten 
gemessen. Die Auswertung erfolgte nach Lineweaver und Burk?®, wie 
es in Abb. 5 fiir o-NPG als Substrat bei px 5,3 dargestellt ist. 


15 H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 
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Abb. 4. pu-Stabilitatskurve der 6-Galaktosidase. Die Enzymlésung wurde 30 Min. 


beim angegebenen py-Wert und Raumtemperatur aufbewahrt und die Aktivitat bei 
pu6,8 bestimmt. Ordinate: Aktivitaét in %, bezogen auf unbehandeltes Ferment. 
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Abb. 5. Enzymatische Spaltung von o-NPG in Abhangigkeit von der Substrat- 
konzentration. Test in Citrat-Phosphat-Puffer, pq5,3 bei 40°. V = Reaktions- 
geschwindigkeit; [S] = Substratkonzentration in Mol/l. 


In Abb. 6 wird die Vyax-pu-Beziehung fiir die beiden Substrate 
Lactose und o-NPG dargestellt. Die Kurven lassen ein identisches pu- 
Optimum bei px 5,3 fiir beide Substrate erkennen sowie einen vdllig 
gleichsinnigen Abfall zu beiden Seiten des Optimums. Dies steht in auf- 
fallendem Gegensatz zu dem Verhalten der $-Galaktosidase der Colli- 
Bakterien, wo fiir verschiedene Substrate stark unterschiedliche px- 
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Kurven festgestellt werden konnten1*. Die nahezu perfekt symmetrische 
Glockenkurve spricht nach der zur Zeit giiltigen Theorie!” 18 fiir die 
Beteiligung von zwei verschiedenen dissoziierbaren Gruppen des Proteins 
am geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der katalysierten Reaktion. 
Die pu-Werte der halbmaximalen Geschwindigkeit im aufsteigenden 
sowie absteigenden Ast der Kurve entsprechen dann den px-Werten 
dieser beiden Gruppen. Sie ergeben sich fiir die saure Seite zu 4,04, fiir 
die alkalische zu 6,6 (o-NPG) oder 6,5 (Lactose). Als weiteres Indiz fiir 
die Identifizierung mit funktionellen Gruppen bestimmter Art liBt sich 
die Dissoziationswirme heranziehen. Die Messung der o-NPG-Spaltung 
in Abhingigkeit vom px bei verschiedener Temperatur liefert diese 
Werte fiir die beiden basischen Gruppen. Es zeigte sich, daB der px-Wert 
auf der sauren Seite des Optimums bei 20 und 40° praktisch unver- 
indert war, wahrend auf der alkalischen Seite eine Verschiebung von 
6,6 nach 6,87 eintrat, wenn die Temperatur gesteigert wurde. Nach der 
Gleichung 
4H = — A(RInK)/A(1/T) 

liBt sich die Differenz der px-Werte zur Bestimmung der Dissoziations- 
wirme benutzen. Man erhilt nach Einsetzen der gefundenen Werte die 
Dissoziationswirme von 5,65 keal/Mol fiir diese Gruppe, wihrend fiir 
die auf der sauren Seite des Optimums dissoziierende Gruppe sich der 
Wert 0 ergibt. Eine Erklirungsméglichkeit fiir diese Daten ist gegeben, 
wenn man fiir die beiden Gruppen die Natur von Carboxyl- bzw. Imida- 
zoliumresten annimmt. 
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Abb. 6. po-Abhangigkeit der maximalen Anfangsgeschwindigkeit der Hydrolyse 
(Vmax) von «a-Lactose und o-NPG bei 40°. 


16 K. Wallenfels, O. P. Malhotra u. D. Dabich, Biochem. Z., im Druck. 
17 §. G. Waley, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 10, 27 [1953]. 
18 C. Frieden u. R. A. Alberty, J. biol. Chemistry 212, 859 [1955]. 
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4. TemperatureinfluB 


a) Stabilitat: Das Enzym wurde auf seine Stabilitét beim Er- 
hitzen untersucht, indem es 10 bzw. 20 Min. bei pg 5,3 Temperaturen 
zwischen 20 und 65° ausgesetzt und anschlieBend auf seine Aktivitit 
untersucht wurde. Die Ergebnisse sind in Abb. 7 dargestellt. 
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Abb. 7. Temperatur-Stabilitat des Enzyms. I: 10 Min. erhitzt; II: 20 Min. erhitzt. 
Ordinate: Aktivitat in %, bezogen auf unbehandeltes Ferment. 

Man erkennt, daB es sich um ein relativ temperaturbestindiges 
Enzym handelt, da 10 Min. langes Erwairmen auf 40° keinen Aktivitats- 
abfall zur Folge hatte. Der Temperaturkoeffizient der Denaturierung 
ergibt sich zu 10. Er liegt an der unteren Grenze des fiir Proteine Nor- 
malen. 

b) Aktivitat : MiBt man die Hydrolysegeschwindigkeit von o-NPG 
durch f-Galaktosidase in Abhingigkeit von der Temperatur, so ergibt 
sich das in Abb. 8 dargestellte Bild. Wihrend der gemessenen Zeit ist 
der Reaktionsverlauf zwischen 20 und 40° geradlinig. Bei 45° beginnt 
nach 7 Min., bei 50° schon nach 3 Min. die Inaktivierung. 

Aus den Reaktionsgeschwindigkeiten bei verschiedenen Tempera- 
turen (20—45°) berechneten wir die Reaktionsgeschwindigkeits-Konstan- 
ten k. Diese sind in Tab. 4 zusammengestellt. 

Aus der Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeits-Konstanten 
von der Temperatur (Abb. 9) lieB sich nach der Arrheniusschen Gleichung 
die Aktivierungsenergie der o-NPG-Spaltung berechnen. Der Wert ergibt 
sich zu 14,2 keal/Mol, er liegt also héher als er fiir die P-Galaktosidasen 
von £. coli ML 3091® und K-12*° gefunden wurde. 


19 VII. Mitteil.: K. Wallenfels, J. Lehmann u. O.P.Malhotra, Biochem. Z. 


333, 209 [1960]. 
20§.A.Kuby u. H. A.Lardy,J. Amer. chem. Soc. 75, 890 [1953]. 
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Abb. 8. Hydrolyse von o-NPG durch £-Galaktosidase bei verschiedenen Tempera- 
turen. Substratkonzentration : 10—2m im Test, Puffer : Citrat-Phosphat-Puffer, px 5,3. 


Tab. 4. Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten fiir die enzymatische Hydrolyse von 
o-NPG durch £-Galaktosidase. 
























































t (°C) 1 (°K) 10° (1/7) | 10° & (Min.-) log & 
20 293 3,415 2,01 — 2,70 
25 298 3,34 3,30 — 2,48 
30 303 3,30 5,23 — 2,28 
35 308 3,245 6,83 — 2,17 
40 213 3,195 9,04 — 2,04 
45 318 3,14 14,30 — 1,845 
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Abb. 9. Temperaturabhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten k fiir 
die enzymatische Hydrolyse von o-NPG. 
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5. Hemmbarkeit 


a) Hemmung durch Metall-Ionen: Wahrend die $-Galaktosi- 
dase von E. coli ML 309 sich durch das Verhalten gegeniiber verschiede- 
nen Metall-Ionen als typisches SH-Enzym erwiesen hat?®, zeigt das Enzym 
der Darmschleimhaut ein davon wesentlich verschiedenes Verhalten. 
In Tab. 5 sind die Hemmungen der Hydrolyse von o-NPG zusammen- 
gestellt, die sich in Gegenwart verschiedener Metall-Ionen beobachten 
lieBen. Es waren: auch in diesem Falle Ag® und Hg?® die am stiirksten 
hemmenden Ionen, aber die Konzentrationen, in welchen sich eine 
nennenswerte Hemmung erzielen lieB, liegen héher als wir sie bei SH- 
Enzymen wie Alkohol-Dehydrogenase von Hefe und $-Galaktosidase 
festgestellt haben?!. Wir fiihren die Hemmung im Falle des Darmschleim- 
haut-Enzyms auf eine unspezifische Aufnahme von Metallionen zuriick, 
die sich in einer Umladung der Proteinoberfliche und dadurch be- 
wirkter Umfaltung — also quasi einer Denaturierung — auswirkt. Fiir 
eine unspezifische Hemmung der angedeuteten Art spricht auch das Ver- 
halten gegeniiber p-Chlormercuri-benzoat. Bei der hohen Konzentration 
von 10-4m im Test konnten wir nur 10% Hemmung feststellen. Dem- 
gegeniiber beobachtet man bei der /-Galaktosidase von EF. coli ML 309 
schon bei 10-8m p-Chlormercuri-benzoat eine betrachtliche Hemmung’’. 


Tab. 5. Hemmung der £-Galaktosidase durch Metall-Ionen. Das Enzym wurde bei 
20° 10 Min. mit dem Inhibitor inkubiert, dann die Reaktion mit Substrat (o-NPG, 
10-*m) gestartet. Puffer: Citrat-Phosphat-Puffer, p5,3. 








Metall Konzentration % Hemmung 
Ag® 10-*m 39 

Hg?® 10-4m 35 

Cu? 10-3m 10 

Zn? 10-3m 6 

Be 10-3m == 

Co? 10-3m — 

Ba?® 10-3m _- 








b) Hemmung durch Amine: Die Untersuchung der pq-Ab- 
hangigkeit des Enzyms machte die Aktivititsbestimmung in Gegenwart 
von verschiedenen Puffermischungen erforderlich. Hierbei zeigte sich 
eine unterschiedliche Aktivitat je nach benutztem Puffer. Bei Benutzung 
von Tris-Puffer in geniigender Konzentration fiel die Aktivitét auf der 
alkalischen Seite wesentlich steiler ab als in Phosphatpuffer. Zusatz von 
Tris ebenso wie von Histidin zum phosphatgepufferten System bewirkte 
eine erhebliche Hemmung der Hydrolyse von o-NPG. Die MeBergebnisse 
sind in Tab. 6 zusammengestellt. 


21 K. Wallenfels u. Mitarbb., R. Benesch et al., in Sulfur in Proteins, S. 215, 
Academic Press, New York u. London 1959. 
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Tab. 6. Vergleich der Hemmung durch Tris und Histidin-hydrochlorid. 
Puffer: 0,033m K-Na-Phosphat-Puffer, py 7,4. Temperatur: 40°. 








Inhibitor % Hemmung bei einer Konzentration von 
5-10-‘m | 10-3m | 2-10-3m 
Histidin ... 16 22 28 
eee aoe 36 50 62 





Tragt man die reziproken Werte der bei pu 7,4 gemessenen Reak- 
tionsgeschwindigkeiten gegen die entsprechenden reziproken Substrat- 
konzentrationen bei verschiedenen Tris-Konzentrationen in ein Koordi- 
natensystem ein, so ergibt sich das in Abb. 10 dargestellte typische 
Bild der kompetitiven Hemmung. Die Inhibitorkonstante K; wurde zu 
1,55 - 10-* Mol/l berechnet. 
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Abb. 10. Kompetitive Hemmung | Ww Le 
der enzymatischen Hydrolyse von q ——_ 
o-NPG durch f-Galaktosidasedurch \Z 
Tris. I: ohne Tris; II: 5 + 104m a. 
Tris; III: 10-3m Tris. K-Na-Phos- 
phat-Puffer, pH 7,4, 40°. 
: J 2 , 5 
10~(1/S))/Mol) —— 


Wir vermuten, daB die Hemung durch die Amine auf einer Gleich- 
gewichtsreaktion mit einer protonierten Form des Enzyms beruht, durch 
welche eine an der Katalyse beteiligte Gruppierung deprotoniert wird. 
Vermutlich wird es sich um dieselbe Gruppierung handeln, fiir welche 
die Vmax-pH-Beziehung einen pg-Wert von 6,6 ergeben hatte. Uber die 
pu-Abhiangigkeit der Tris-Hemmung unterrichtet Tab. 7. 


Tab. 7. pp-Abhangigkeit der Hemmung der #-Galaktosidase durch 10-°m Tris in 
0,033m Na-K-Phosphat-Puffer. 





PH 7,4 | 68 | 5,3 














% Hemmung 50 24 — 
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c) Hemmung durch o-Nitrophenol-f-D-thiogalaktosid: 
Es wurde bereits mehrfach beschrieben®?-**, daB Thiogalaktoside Hemm- 
stoffe fiir die hydrolytische Spaltung von Galaktosiden in Gegenwart des 
Enzyms aus Coli-Bakterien sind. Untersucht wurden Methyl-thiogalak- 
tosid und [f-Phenyl-athyl]-8-D-thiogalaktosid. Wallenfels und Mal. 
hotra haben beim gleichen Enzym eine starke kompetitive Hemmung 
der Lactose-Hydrolyse durch das Thioanaloge des o-NPG* festgestellt!®. 
Dieses wirkt auch auf das Kilberdarmenzym hemmend. Wie Abb. 11 
zeigt, hat auch hier die Hemmung kompetitiven Charakter. Die Inhibitor. 
konstante 1iBt sich berechnen und betriigt K; = 6,9-10-% Mol/l. Sie 
liegt also im gleichen Bereich wie die Michaelis-Konstante des o-NPG 
(siehe Abschnitt ,,Spezifitat“‘). 


NLA 
I /. 
et 7 









































10} 7 Abb. 11. Kompetitive Hemmung der 

V4 enzymatischenLactose-Spaltung durch 

o- Nitrophenyl-f- p-thiogalaktosid. I: 

ohne, II: mit 4 - 10-3m Hemmstoff. 

5 ; 1 ; Citrat-Phosphat-Puffer, pH5,3, 40°. 
10°(1(S})(/Mol) —=— 


d) Hemmung durch Monosaccharide: Wihrend das Thio- 
analoge eines guten Substrats eine hohe Affinitaét zum Enzym aufweist, 
sind Monosaccharide wesentlich weniger wirksame Hemmstoffe. Schon 
friiher wurde iiber die Hemmung verschiedener Galaktosidasen durch 
Glucose und Galaktose berichtet*. Das gereinigte Kalberdarmenzym 
zeigte sich durch Galaktose in h6herem Mae hemmbar als durch Glucose, 
wahrend die Verhiltnisse beim Coli-Enzym gerade umgekehrt sind. Die 
Ergebnisse unserer Messungen sind in Tab. 8 zusammengestellt. 


* Synthese dieser Verbindung durch Dipl. Chem. D. Beck, Diplomarbeit 
Freiburg, 1959. 

22 J. Monod, G.Cohen-Bazire u. M.Cohn, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 7, 585 [1951]. 
23 M. Cohn, Bacteriol. Rev. 21, 140 [1957]. 
24H. V. Rickenberg, Nature [London] 185, 240 [1960]. 
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Tab. 8. Hemmung der enzymatischen Hydrolyse von 10-*m o-NPG durch Glucose 
und Galaktose. Citrat-Phosphat-Puffer, p5,3; Préinkubation 10 Min.; Start der 
Reaktion mit Substrat. Temperatur: 20°. 








Sabian % Hemmung bei einer Konzentration von 
5+ 10-2m | 10-1m | 2-10-1m 
Glucose... 7 10 14 
Galaktose . . 9 14 25 





e) Inaktivierung durch Harnstoff: Harnstoff bewirkt schon 
in bemerkenswert niedrigen Konzentrationen eine Inaktivierung des 
Enzyms. Das Enzym wurde fiir jeweils 10 Min. mit Harnstoff in Kon- 
zentrationen zwischen 0,2 und 3,6m inkubiert, und die Aktivitaét wurde 
bei gleicher Harnstoffkonzentration bzw. 100facher Verdiinnung ge- 
messen. Die Inaktivierung erwies sich als irreversibel. Die Versuche 
wurden bei 5° und bei 20° unter Verwendung von o-NPG als Substrat 
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 12 dargestellt. 











iv Aid 


2 





Phi | 
a5 10 15 20 25 
m Harnstoff —=— 
Abb. 12. EinfluB von Harnstoff auf die Aktivitat der B-Galaktosidase. Substrat- 


konzentration 10-2m o-NPG, Citrat-Phosphat-Puffer, pH 5,3. Ordinate: Aktivitat 
in %, bezogen auf den Ansatz ohne Harnstoff. 


























Es ist bemerkenswert, daB das Enzym bei 5° offenbar fiir die de- 
naturierende Wirkung des Harnstoffs empfindlicher ist als bei 20°. 
Unterschiede in der Konfiguration des Proteins bei verschiedener Tem- 
peratur diirften fiir diesen Effekt verantwortlich sein. Ahnliche Beobach- 
tungen wurden vor kurzem von Shukuya und Schwert? bei der Unter- 
suchung der Glutaminsiure-Decarboxylase von EF. coli gemacht. Dieses 
Enzym verliert die Aktivitit bei 0° schneller als bei 25°. Auch die Reak- 


25 R. Shukuya u. G.W. Schwert, J. biol. Chemistry 235, 1658 [1960]. 
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tion mit p-Chlormercuri-benzoat unter Mercaptidbildung erfolgt schneller 
und in gréBerem AusmaB bei der tieferen Temperatur. 

Da es sich bei der 6-Galaktosidase des Kalberdarms um ein Glyko- 
protein handelt, kann die schon von Schoor!** beschriebene verhiltnis- 
maBig leichte Bildung von Harnstoff-Kohlenhydrat-Verbindungen even- 
tuell zur Erklirung der irreversiblen Hemmwirkung des Harnstoffs 
herangezogen werden. 


6. Die Spezifitat des Enzyms 


Zur Priifung der Spezifitat der Galaktosidase des Kalberdarms wur- 
den fiir eine Reihe von Substraten die Michaelis-Konstanten (Km) und 
die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten (Vmax = Mol hydroly- 
siertes Substrat pro Min., pro mg Protein) festgestellt. Fiir einige weitere 
Substrate konnte nur die Geschwindigkeit der Hydrolyse bei der Stan- 
dardkonzentration von 1-10-2m bestimmt werden. Die Messungen 
wurden sowohl bei 20° als auch bei 40° bei px 5,3 in Citrat-Phosphat- 
Puffer ausgefiihrt. Bei einer weiteren Zahl von Verbindungen konnten 
nur halbquantitative Bestimmungen der Spaltbarkeit durchgefihrt wer- 
den, wozu die Papierchromatographie des Reaktionsgemisches nach 
15 Min. Inkubation bei 40° und px 6,8 verwendet wurde. Als Standard 
wurde bei diesen Messungen Lactose verwendet und die Intensitat der 
durch Entwicklung mit Silbernitrat sichtbar gemachten Monosaccharid- 
flecke abgeschitzt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden in 
Tab. 9 und 10 mitgeteilt. 

Wihrend bei der Galaktosidase der Coli- Bakterien o-NPG bei weitem 
das beste von allen untersuchten Substraten ist und etwa 20mal schneller 
gespalten wird als Lactose, bevorzugt das Enzym des Kalberdarms das 
, natiirliche“ Substrat. Absolut ist das angereicherte Enzym aus Kilber- 
darm etwa 6mal aktiver als das kristallisierte, einheitliche Protein der 
Coli-Bakterien, wenn Lactose als Substrat dient. Es verdient daher mit 
gréBerem Recht den Namen ,,Lactase‘‘. Noch etwas besser als Lactose 
wird allerdings die 1 3-verkniipfte Galaktosido-glucose gespalten. 
Auffallend ist die geringe Geschwindigkeit der Hydrolyse von Allolactose 
(6-[8-D-Galaktosido]-glucose). Bei sehr kleiner Michaelis-Konstante ist 
die Maximalgeschwindigkeit der Hydrolyse mehr als 50mal kleiner als 
bei den 1 3- und 1> 4-verkniipften Disacchariden. Fiir das Coli-Enzym 
ist dagegen die 1 6-Bindung der Allolactose und des Galaktosido-N- 
acetyl-glucosamins die am besten spaltbare von allen Disacchariden. 

Allgemein 1a8t sich feststellen, daB Verinderungen im glykonischen 
Teil des Substrates nur am C-Atom 5 vorgenommen werden kénnen, 
ohne daB die Spaltbarkeit vollstiindig verloren geht. 6-D-Fucoside (Er- 
satz des -CH,OH-Substituenten durch -CH,) und «-L-Arabinoside 
(Ersatz von -CH,OH durch -H) sind noch Substrate. Substitution in 
2-, 3- und 4-Stellung des glykonischen Teils hebt die Spaltbarkeit auf. 


26 N. Schoorl, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 22, 31 [1903]. 
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Tab. 9. Enzymatische Hydrolyse verschiedener Substrate durch /-Galaktosidase 
aus Kalberdarmschleimhaut. 




















Hydrolysege- 
schwindigkeit 
Substrat vocal Vinax* K,, (Mol/l) 

konzentration 

von 10-2m* 

20° | 40° | 20° | 40° 200 =| ~=— 409 
o-Nitrophenol-f-p- 
galaktosid ..... 20,0 | 95,5 | 29,5 | 139 4,67-10-3 | 4,51- 10-3 
p-Nitrophenol-£-p- 
galaktosid ..... 13,8 | 54,2 | 27,0 | 115 1,0 - 10-3 1,14- 10-? 
a-Lactosee ..... 54,3 |120 96 214 7,55: 10-3 | 7,63 -10-% 
p-Lactose ..... 35,2 | 89,6 | 96 214 1570-2 10-* | 1,38: 10-7 
Gleichgewichts- 
mischunga,B .. . 44,3 |107 96 214 1,16-10-? | 1,0 -10-? 
3-[8-D-Galaktosido]- 
glucose ...... 67,4 |149 |104 214 4,72-10-3 | 4,39- 10-3 
6-[6-D-Galaktosido]- 
glucose ...... 1,4 3,1 1,7 3,8} 1,82-10-3 | 2,0 -10-% 
6-[8-D-Fucosido ]- 
gliicone. . 29. . «3 0,38 | 0,98 — — — — 
Phenol-f-p-galaktosid —_— 1,56 — — _— _— 
o-Nitrophenol-c«-L- 
arabinosid . ... . 1,96 | 5,93 | 2,76 8,05] 4,17-10-° | 3,63 -10-% 
3-[a-L-Arabinosido ]- 
cc” ae ame 0,98 | 3,18 = — — oo 
4-[x-L-Arabinosido]- 
PINOGHS. ss ee 5 0,21 | 1,64 — — — -= 
6-[«-L-Arabinosido]- 
giuieGse: = ss 6 0,01 | 0,07 — — — a 











*Vmax und die Hydrolysegeschwindigkeit bei einer Substratkonzentration von 10~*m sind ausge- 
driickt in ~Mol hydrolysiertes Substrat pro Min., pro mg Protein. 


Die Struktur des aglykonischen Restes ist ebenfalls von erheblichem 
EinfluB auf die Geschwindigkeit der durch die Lactase katalysierten 
Reaktion. Besonders auffallend ist der groBe Unterschied in der Spal- 
tungsgeschwindigkeit, wenn man o-NPG mit Phenol-galaktosid ver- 
gleicht. Auch der Ersatz der 2-stiindigen Hydroxylgruppe der Galak- 
tosido-glucosen durch den Acetylaminorest fiihrt im Gegensatz zum Coli- 
Enzym zu einer starken Verlangsamung der Reaktion. 

Die schon haufig diskutierte Frage, ob «- und f-Lactose, die sich 
nur durch die Konfiguration am reduzierenden Ende unterscheiden, mit 
verschiedener Geschwindigkeit gespalten werden, wurde ebenfalls ge- 
priift. In Abb. 13 sind die erhaltenen MeBwerte nach Lineweaver und 
Burk aufgetragen. Man erkennt, daB bei erheblichen Differenzen in den 
Km-Werten Vmax fiir «- und £-Lactose sowie fiir die Gleichgewichts- 
mischung gleich ist. Bei niedriger Substratkonzentration ist «-Lactose das 
beste Substrat. Beim natiirlichen Lactosegehalt der Milch, der in der 
Nihe der héchsten von uns gemessenen Konzentration liegt, ist der 
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Unterschied in der Spaltbarkeit der verschiedenen Lactoseformen auBer- 


ordentlich klein. 


Tab. 10. Enzymatische Spalt- bzw. Nichtspaltbarkeit einiger weiterer Glykoside. 


(Bezogen auf Lactose ++ ++) 








2-Methyl1-athyl--p-galaktosid 
3-Desoxy-athyl-f-p-galaktosid 


Glykosid Grad der Spaltung 
JO SE Sa Pee ee ae +++4+ 
3-[B-D- Galaktosido)- mpayaeioge . kk +++ 
o-L-Fucosido-lactose. . ......-....2.2. 2060 - — 
Athyl-f-p-fucopyranosid ...........2... +++ 
Methyl-f-p-galaktopyranosid. ............ ++ 
Methyl-«-p-galaktopyranosid. ............ ee 
Athyl-6-p-galaktofuranosid ...........2.. — 
Athyl-B-p-galaktopyranosid ..........2... ah 
Methyl-B-t-arabinosid . . .............. a 
Phenol-§-n-arabinosid .........2.2.2..2.2.., , —_— 
3-[B-D-Galaktosido]-N-acetyl-glucosamin. ....... ++ 
4-[B-p-Galaktosido]-N-acetyl-glucosamin. ....... ++ 
6-[6-D-Galaktosido]-N-acetyl-glucosamin. ....... + 
SECC os SO Be os eK ee 8 ce + 
SUNN Ste clin sks sion ess & sue: — 
RC ere) ee os, ee GS —— 
3-[B-p-Galaktosido]-glucosazon . . .......... — 
5-[B-p-Galaktosido]-p-arabinose. . .......... + 


4-Methyl-athyl--p-galaktosid 

















Za 


Abb. 13. Enzymatische Hydrolyse 
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7. Transgalaktosylierung 


In Abb. 14 ist ein Papierchromatogramm einer Spaltung von Lactose 
in Gegenwart von Glucose als Galaktose-Akzeptor dargestellt. Das 
Hauptsyntheseprodukt, besonders bei kiirzeren Spaltungszeiten, ist die 
3-[8-D-Galaktosido]-glucose, dasselbe Disaccharid, welches auch am 
schnellsten hydrolysiert wird. Auch Allolactose wird synthetisiert, aber 
sie erreicht erst bei langerer Inkubationszeit nennenswerte Konzentra- 
tionen. Sie reichert sich allmiahlich an, da sie zu den schlechtesten Sub- 
straten des Kilberdarm-Enzyms gehdrt. 


< Glucose 


< Galaktose 


< 3-£-p-Galakto- 
sido-glucose 


< Lactose 


«- Allolactose 








Ms is 


Ga BD EI eR OO 


Lactose + Glucose 


Abb. 14. Enzymatische Spaltung von Lactose in Gegenwart von Glucose in 0,033m 
Na-K-Phosphat-Puffer, pH6,8 bei 40°. 
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Diskussion 


Die beiden Enzyme ,,f-Galaktosidase“ aus Coli-Bakterien und Kil. 
berdarm sind am auffallendsten durch den Quotient der Wechselzahlen 
charakterisiert, welche sie bei den Substraten o-NPG und Lactose sowie 
Lactose und Allolactose aufweisen. Er betrigt fiir das erste genannte 
Substratpaar beim Coli-Enzym 14,9, beim Darm-Enzym 0,31, im zweiten 
Falle 0,7 bzw. 56,4. Damit ist die in der Einleitung diskutierte Frage 
dahin beantwortet, daB die unterschiedliche Aktivitaét eines Enzyms fiir 
verschiedene Substrate nicht auf einer prinzipiell verschiedenen chemi- 
schen Reaktivitaét der Substrate, sondern auf einer relativen Spezifitit 
des Enzyms beruht. 

Die Analyse unseres angereicherten Enzympriparates hat einen 
auffallend hohen Anteil an Kohlenhydrat ergeben. Die Frage der Natur 
der chemischen Bindung zwischen diesem und dem Enzym konnte noch 
nicht abschlieBend geklirt werden. Die Untersuchung der Kohlenhydrate, 
die im Darmschleimtrockenpulver vorkommen, zeigte einen sehr groBen 
Gehalt an verschiedenen Monosacchariden. Das Papierchromatogramm 
des Hydrolysates unseres Ausgangsmaterials mit 1,5n HClzeigte Galaktose, 
Glucose, N-Acetyl-glucosamin, Fucose und ein Disaccharid, dessen R,- 
Wert etwas niedriger war als der von Allolactose. Diese fiinf Komponen- 
ten des Darmschieims werden durch die Anreicherung des Enzyms auf 
zwei (Galaktose und N-Acetyl-glucosamin) reduziert, wobei das letzt- 
genannte weit iiberwiegt. Wir miissen der Frage weiter nachgehen, ob 
eine Abtrennung der Kohlenhydratkomponente vom Protein méglich 
ist, ohne daB die Aktivitit verloren geht. Die Phenolextraktion unter 
schonenden Bedingungen?’ fiihrte zwar zu einer Abtrennung des Proteins 
vom Kohlenhydrat, hatte aber die véllige Inaktivierung zur Folge. 

Es wurde schon friiher vielfach die Arbeitshypothese diskutiert, daf 
die Glykosidasen eine ,,prosthetische Gruppe“ in Gestalt eines Kohlen- 
hydratanteils aufweisen?®. So fanden Helferich et al.?® im gereinigten 
SiBmandelemulsin, mit einem f-Glucosidasewert von 11,7, 3,7% 
Zucker. Bei unserem Enzym, das 2100mal angereichert wurde, kénnte 
man aufgrund der vorliegenden Daten zur Hypothese kommen, daB das 
Enzym ein Polysaccharid ist und eine Wirkungsgruppe aus Protein ent- 
halt. Auf jeden Fall kann man wohl annehmen, daB die Lactase im 
Schleim des Darmes der Kilber durch spezifische Bindung am Poly- 
saccharid lokalisiert wird. Viele reizvolle Fragen physiologischer und bio- 
logischer Art lassen sich an diese Feststellung kniipfen. 

Von der Deutschen Forschungsgemeinschaft erhielten wir im Rahmen 


der Schwerpunktprogramme ,,Makromolekulare Substanzen‘‘ und ,,Biochemie“ 
wesentliche finanzielle Unterstiitzung, ferner wertvolle Hilfe vom Fonds der 


27 O. Westphal, O. Lideritz u. F. Bister, Z. Naturforsch. 7b, 148 [1952]. 

28 B.Helferich,inJ.B.Sumneru.K.Myrback, The Enzymes, Bd.1I/1,8.79, 
Academic Press, New York 1950. 

29 B. Helferich, W. Richter u. S. Griinler, Ber. Verh. sachs. Akad. Wiss. 
Leipzig, math.-physische K1. 89, 385 [1937]. 














Bd. 321 (1960) | Untersuchungen iiber milchzuckerspaltende Enzyme, X 945 


Chemischen Industrie. Die ,,.Farbwerke Hoechst AG“ stellte uns wertvolle 
Chemikalien zur Verfiigung. Allen genannten Stellen danken wir hiermit herzlich. 


Zusammenfassung 

Die £-Galaktosidase aus der Darmschleimhaut junger Kilber wurde 
2100fach angereichert. Das Praparat erwies sich als reich an polymerem 
Kohlenhydrat. Von der DEAE-Cellulose-Siule wurden enzymatische 
Aktivitat, Protein und anthronpositives Kohlenhydrat zusammen eluiert. 
Der Kohlenhydratanteil liefert bei der Hydrolyse mit 1,5n HCl nur 
Galaktose und N-Acetyl-glucosamin im Verhiltnis 1:4. 

Das Wirkungsoptimum des Enzyms liegt bei pu 5,3. Die Abhingig- 
keit von Vmax vom pa macht die Beteiligung von zwei dissoziierbaren 
Gruppen wahrscheinlich, fiir welche sich pg-Werte von 4,0 und 6,6 er- 
rechnen lassen. Diese Werte sowie diejenigen der Dissoziationswirmen 
lassen sich erklaren, wenn man Carboxylat- und Imidazoliumgruppen als 
an der Katalyse beteiligt annimmt. Mit dieser Vorstellung stimmt die 
Wirkung verschiedener Inhibitoren iiberein (organische Amine, Schwer- 
metall-I[onen, p-Chlormercuri-benzoat). 

Die Spezifitat des Enzyms wurde mit zahlreichen Substraten unter- 
sucht und Vmax und Ky-Werte fiir diese gemessen. Bei Disacchariden 
werden 1-> 3- und 1->4-Bindungen viel schneller gespalten als 1 6- 
Bindungen, auBerdem Lactose schneller als o-Nitrophenol-f-D-galaktosid. 
Dieses Verhalten wird mit den Befunden an der f-Galaktosidase von 
Escherichia coli verglichen. 


Summary 

f-Galactosidase from the intestinal mucosa of young calves has been 
purified 2100 fold. The preparation contained high levels of carbo- 
hydrate polymers. Enzymic activity, protein and anthrone-positive 
carbohydrate were eluted together from a DEAE-cellulose column. The 
carbohydrate was hydrolysed with 1.5 N HCl and gave only galactose 
and N-acetylglucosamine in the ratio 1:4. 

The pu optimum of the enzyme is 5.3. Vmax depends on px and it 
is thus probable that two dissociable groups are involved, for which the 
px values 4.0 and 6.6 have been calculated. These values and those of 
the heats of dissociation are in agreement with the participation of 
carboxylate and imidazolium groups in the catalysis. This proposal is 
in com ‘ete agreement with the action of various inhibitors (organic 
amines, .... “* metal ions, p-chloromercuribenzoate). 

The specificity of the enzyme has been investigated with a large 
number of substrates, and the corresponding Vmax and Kym values 
measured. In disaccharides, 1:3 and 1:4 bonds are hydrolysed much 
more rapidly than 1:6 bonds. Lactose is hydrolysed at a quicker rate 
than o-nitrophenol-$-D-galactoside. These properties are compared with 
those of the B-galactosidase from Escherichia coli. 


Professor Dr. Kurt Wallenfels, Chemisches Laboratorium der Universitat, 
Freiburg/Br., AlbertstraBe 21. 
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Uber die saureléslichen Nucleotide der Frauenmilch 
Von 
Adam Deutsch und Roy Nilsson 
Aus der Staatlichen Milchforschungsanstalt, Alnarp, Schweden 
{Der Schriftleitung zugegangen am 6. August 1960) 


Herrn Professor Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburtstag 


Ansehnliche Mengen von siureléslichen Nucleotiden sind in der 
Milch des Schafes! gefunden worden. Im Gegensatz dazu enthalt die Kuh- 
milch? nur auBerst geringe Mengen Nucleotide, dagegen aber — wie seit 
langem bekannt — groBe Mengen des phosphor- und pentosefreien Pyri- 
midinderivates Orotsaure. Dieser Unterschied in der chemischen Zu- 
sammensetzung der Schaf- und Kuhmilch tritt jedoch beim Vergleich der 
Colostra** weniger in Erscheinung. Hier wurde bei den saureldslichen 
Nucleotiden ein ziemlich ahnliches Bild gefunden. Die Kuhmilch ist 
jedoch in quantitativer Hinsicht der Schafmilch unterlegen. 

Wir haben nun die saureléslichen Nucleotide in der Frauenmilch 
untersucht. Auf Grund der bisher gewonnenen Resultate ergibt sich be- 
reits, daB der Gehalt der Frauenmilch an Nucleotiden wesentlich ver- 
schieden von dem der Kuh- und Schafmilch ist. 

Zur Analyse des Nucleotid-Gehaltes wurde der proteinfreie Extrakt 
aus der Frauenmilch zunichst durch Anionenaustausch-Chromatographie 
fraktioniert. Die Abbildung zeigt das Chromatogramm des gesamten 
siureléslichen Materials aus 3 / Frauenmilch. 


HCOOH 05 7 7 i] Qa ai a5 
7 el ne ne ae i Ae ae ee 
a WP 00P-und 
| i GMP ADP-Denvate 
P. 
sa parnsre IP levvate 








05 vp G0P-ADP- 
hs UOP-u.GOP. UOP-u. 
Derivate F(Z)UMP- 
Derivate 
200 400 60 800 1000 
Frakt.—— 


Chromatogramm des saureléslichen Materials aus 3 / Frauenmilch. 
Dowex-1X10, Formiatform, 200—400 mesh, Saule 2 50 cm. 


1 R. Denamur, G. Fauconneau u. G. Guntz, C. R. hebd. Séances Acad. 
Sci. 246, 492 [1958]. 

2 A. Deutsch u.S. Mattsson, XV. Internationaler MilchwirtschaftskongreB 
3, 1700 [1959]. 

3 R. Denamur, G. Fauconneau u. G. Guniz, C. R. hebd. Séances Acad. 
Sci. 246, 652 [1958]. 

4 A. Deutsch u. S. Mattsson, Milk and Dairy Research, Alnarp, Sweden, 
Report No. 63 [1960]. 
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Da die Papierchromatographie der einzelnen Fraktionen Hinweise 
auf die Komplexitat der meisten Fraktionen gab, wurden diese durch 
wiederholte Anionenaustausch-Chromatographie oder mittels prapara- 
tiver Papierchromatographie einer weiteren Trennung unterzogen. Ob- 
wohl wir die vollstindige Identifizierung simtlicher Nucleotid-Bestand- 
teile der Frauenmilch noch nicht abgeschlossen haben, konnten die bisher 
noch nicht endgiiltig identifizierten Nucleotide als Derivate bekannter 
Nucleotide sichergestellt werden. In der Abbildung sind deshalb die ein- 
zelnen Fraktionen als solche angegeben. 

Die ersten Ionenaustausch-Fraktionen, die vor 5’-CMP* eluiert 
werden, enthalten als mengenmaiBig wichtigste Bestandteile neben iden- 
tifizierten Purin- und Pyrimidinbasen und Nucleosiden mehrere phosphor- 
und pentosefreie Komponenten mit Absorptionsmaxima zwischen 265 
und 270 my bei pu 1 und zwischen 275 und 280 my bei px 14, die noch 
nicht niher untersucht worden sind. In der Harnsiurefraktion wird die 
Harnsiaure von einer noch nicht identifizierten Substanz begleitet, die bei 
der Papierchromatographie in simtlichen untersuchten Systemen einen 
hdheren Rr-Wert als Harnsiure besitzt, aber in ihrem Spektrum kaum 
von der Harnsiure zu unterscheiden ist. Auch geringe Mengen von Di- 
phosphopyridinnucleotid kommen in dieser Fraktion vor. 

In den auf die Harnsiure folgenden Fraktionen wurde neben den 
Nucleosid-mono- und -diphosphaten eine gréBere Anzahl von Derivaten 
der 5’-Mono- und -Diphosphate des Adenosins, Cytidins, Guanosins, und 
besonders des Uridins angetroffen. UDP-Glucose (UDP-Galaktose), 
UDP-Acetylglucosamin (UDP-Acetylgalaktosamin), GDP-Mannose und 
UDP-Glucuronsiure wurden durch Ry-Werte und Elutionspositionen 
beim Ionenaustausch vorliufig neben anderen Nucleotid-Derivaten iden- 
tifiziert, die héchstwahrscheinlich auch beladene Transport-Metabolite 
analoger Struktur darstellen und mit deren vollstaindiger Identifizierung 
wir zur Zeit beschaftigt sind. 

Die Untersuchung des Colostrums fiihrte zu einem Anionenaustausch- 
Chromatogramm, das nahezu identisch mit dem der Milch war. 

Unsere Analysenergebnisse zeigt die folgende Tabelle. 

Ergebnisse der Analyse von Frauen-Milch und -Colostrum in ~Mol/I. 
| Milch | Colostrum 














Basen und Nucleoside. ............ 4—12 6 

I es Ds a eee, Sn ne a 5 ee een ae . 19—42 50—60 
PCE Re, Gree eg yes Go) elds. “5. 8 61—90 79—97 

davon: 

Adenosin-nucleotide ..........+.2.. 4— 6 12—17 
Darunter 3’-Adenosin-Derivate ......... 2— 3 3— 5 
Guanosin-nucleotide ............. 3—13 17—22 
VEMEIE-HIOUUIED,. 5. ws ws i sw tw 32—44 32—-36 
Urnemmugieemme sw kk ek ee ek 22—27 18—22 
Darunter 3’- und (oder) 2’-Uridin-Derivate . . . . 2—4 4— 6 


* Folgende Abkiirzungen werden verwendet: A: Adenosin; C: Cytidin; G: 
Guanosin; U: Uridin; MP: Monophosphat; DP: Diphosphat. 
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Da8B der Nucleotidgehalt der untersuchten Colostra weniger variierte 
als derjenige der verschiedenen Milchproben, erklirt sich wahrscheinlich 
daraus, daB simtliche untersuchten Colostra vom 4. Tage nach der Geburt 
stammten. Fiir die Untersuchung der Milch wurden dagegen Proben be- 
nutzt, die von Frauen in verschiedenen Lactationsperioden herstammten. 
Die Milch-Proben mit einem hohen Nucleotid-Gehalt kénnten demnach 
Frith-Milch bzw. Spat-Colostrum enthalten haben. 

Dem Nucleotidgehalt entsprechen nur etwa 10—15% des Gehaltes 
an organisch gebundenem Phosphor der Frauenmilch und des Colostrums, 
die nach unseren Analysen 600—2000 bzw. 1200—1500 uMol Orthophos- 
phat und 600—1400 bzw. 1100—1300 Mol organische Phosphate im 
Liter enthalten. 

Von besonderem Interesse scheint uns die Isolierung von 3’- und 
(oder) 2’-UMP und der Nachweis ihrer Derivate in der Frauenmilch. Die 
isolierte 3’-AMP konnte einwandfrei sowohl durch Ry-Werte wie auch 
durch Oxydation mit Perjodat identifiziert werden ‘und stammt vielleicht 
vom 3’-Phosphoadenosin-5’-phosphosulfat her, iiber dessen Anwesenheit 
in der Schafmilch berichtet worden ist!. Dagegen konnten wir fiir die ent- 
sprechende UMP noch nicht feststellen, ob sie das 2’- oder 3’-Derivat 
oder ein Gemisch der beiden ist und ob sie in der Form eines Oligonucleo- 
tides oder in einer Form von beladenem Transport-Metabolit in der 
Frauenmilch vorkommt. 

Ein Vergleich des Nucleotidgehaltes in der Frauenmilch und im 
Colostrum mit der Milch und dem Colostrum der Kuh und des Schafs 
1i8t hinsichtlich des Nucleotidgehalts und seiner Verinderung mit fort- 
schreitender Lactation drei giinzlich verschiedene Typen erkennen: 

1. Schafcolostrum besitzt einen Nucleotidgehalt von 5000 uMol/! 
oder mehr, wobei die Derivate des Uridins mindestens 75% der Nucleo- 
tide ausmachen. In der Milch sinkt der Nucleotidgehalt mit fortschreiten- 
der Lactation auf 1000—1500 wMol/l, wobei die Uridin-Derivate immer 
noch etwa 65% der Nucleotide ausmachen. 


2. Von 1000—3000 yMol/! im Kuhcolostrum sinkt der Nucleotid- 
gehalt in der Milch schon eine Woche nach der Geburt auf 5—10% und 
wihrend fortschreitender Lactation bis auf 1—2°% des Colostrumgehalts. 
Wiahrend die Nucleotide des Colostrums mindestens zu 75% Uridin- 
Derivate sind, enthalten die Nucleotide der Milch gréBere Mengen der 
Cytidin-Derivate. Der iiberwiegende Teil des bei 260—280 my absorbie- 
renden Materials im proteinfreien Extrakt der Kuhmilch besteht aber 
aus Orotsiure (300—400 uMol/l), die im Colostrum nur in Spuren vor- 
kommt und auch in der Schafmilch weniger als 10% der gesamten Purin- 
und Pyrimidin-Derivate ausmacht. 

3. Der Nucleotidgehalt im Frauen-Colostrum betragt nur 1—2% von 
dem des Schafes und héchstens 5° von dem der Kuh. Auch das mengen- 
miBige Uberwiegen der Derivate des Cytidins anstatt der beim Schaf 
und der Kuh vorwiegenden Uridin-Derivate unterscheidet diesen Colo- 
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strum-Typ vollstandig von dem der beiden Tierarten. Die verhaltnis- 
maiBig geringen Unterschiede zwischen Milch und Colostrum sowohl im 
totalen Nucleotidgehalt wie auch in seiner Verteilung zwischen den ver- 
schiedenen Nucleotid-Derivaten hebt weiter die Sonderstellung der 
Frauenmilch gegeniiber der Kuhmilch und der Milch des Schafs vor. 


Eine systematischere Untersuchung des Nucleotidgehaltes vom frii- 
hesten Colostrum an bis zur Milch der letzten Lactationsstadien wird 
vermutlich deutlichere Unterschiede im Nucleotidgehalt des Colostrums 
und der Milch der Frau aufdecken kénnen. Wahrscheinlich werden auch 
fiir die verschiedenen Nucleotide charakteristische Verinderungen hin- 
sichtlich ihres Gehaltes in der Milch wihrend des Fortschreitens der Lac- 
tation gefunden werden, wie dies bereits fiir gewisse Typen von Nucleo- 
tiden in der Milch des Schafs und in der Kuhmilch geschehen ist**5. 


Wir danken dem Wissenschaftlichen Rat der Reichsvereinigung 
Schwedischer Molkereien fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit und Frl. Ally 
Fredriksson und Frau Kerstin Lundqvist fiir sorgfaltige technische Beihilfe. 
Fir ihre bereitwillige Mitarbeit bei der Beschaffung der Proben aus der Mutter- 
milchzentrale des Allgemeinen Krankenhauses in Malmé danken wir Schwester 
Anna-Britt Monié. 


Beschreibung der Versuche 


Fir die Untersuchung wurden Colostrum vom 4. Tage nach der Geburt und 
Milch spaterer Perioden verwendet. Jede Probe enthielt Colostrum oder Milch von 
mehreren Frauen. Unmittelbar nach dem Entnehmen wurden Colostrum und Milch 
auf 0° gekiihlt und die folgenden Operationen bei dieser Temperatur vorgenommen. 
Zur Darstellung des proteinfreien Extraktes wurde mit krist. Trichloressigsiure 
bis zu einer Endkonzentration von 10% vermischt und iiber Supercel abgesaugt. 
Der Riickstand wurde noch dreimal mit jeweils der Halfte des Milchvolumens ent- 
sprechenden Menge 5proz. Trichloressigsiure extrahiert und die vereinigten Ex- 
trakte mit Ather von Trichloressigsdure befreit. Die mit Ammoniak auf pq7,5 ein- 
gestellte Lésung aus 2—31 Milch oder Colostrum wurde auf einer Anionenaus- 
tauscherkolonne (Dowex-1X10 HCOO®, 200—400 mesh 2 x 50 cm) adsorbiert und 
mit steigenden Konzentrationen von Ameisensaure- und Natriumformiat-Lésungen 
nach Bergkvist und Deutsch® stufenweise eluiert. Fraktionen von 40cm? 
(2 cm3/Min.) wurden entnommen und bei 250, 260 und 280 my im Beckman- 
Spektrophotometer gegen das entsprechende Lésungsmittel gemessen. Unter Be- 
rucksichtigung der Ultraviolettabsorption wurden verschiedene Fraktionen ver- 
einigt und entweder durch Gefriertrocknung direkt oder nach der Adsorption auf 
Norit-A und Eluierung mit 50proz. Athanol, das 1% Ammoniak enthielt, konzen- 
triert. Die Harnsaéure enthaltende Fraktion wurde immer durch Gefriertrocknung 
konzentriert, da die Harnsaure aus der Kohle nur teilweise eluiert wird. 

Die in Wasser aufgenommenen Riickstande aus der Gefriertrocknung der nicht 
einheitlichen Ionenaustausch-Fraktionen wurden durch Rechromatographie auf 
neuen Austauscherséulen oder auch durch praparative Papierchromatographie 
weitergetrennt, so da8 simtliche Nucleotid-Komponenten schlieBlich einheitlich 
erhalten werden konnten. Die Papierchromatographie wurde auf Whatman-Papier 1 
in folgenden Lésungsmittelsystemen ausgefiihrt: 1. Isobuttersiure/Ammoniak 


5 R. Denamur, G. Fauconneau u. G. Guntz, C. R. hebd. Séances Acad. 
Sci. 248, 2531 [1959]. 
® R. Bergkvist u. A. Deutsch, Acta chem. scand. 8, 1877 [1954]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 321 17 
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(d 0,880)/Wasser 66:1:33; 2. Athanol/m CH,CO,NH, px7,5 70:30; 3. Propanol-(1)/ 
Ammoniak (d 0,880)/Wasser 60:30:10 und 4. Propanol-(2)/gesatt. (NH,),S0O,/ 
Wasser 2:79:19. Die auf dem Papier mit dem Photoprintverfahren nachgewiesenen 
Flecken wurden aus dem Papier mit dest. Wasser extrahiert. Zur Identifizierung 
der Nucleotide in den durch Gefriertrocknung konzentrierten Papierextrakten und 
Tonenaustauschfraktionen dienten auBer den Ry-Werten in den obengenannten 
Lésungsmitteln folgende Analysen: 

1. Aufnahme der Spektra bei py 1 und pq 14; 2. Bestimmung des totalen und 
des durch 10Min. Hydrolyse mit 1n HCl bei 100° abspaltbaren Phosphor-Gehaltes 
nach Allen’; 3. Bestimmung des puringebundenen und des pyrimidingebundenen 
Pentose-Gehaltes nach Albaum und Umbreit® bzw. nach Massart und Hoste!; 
4. Bestimmung der Stellung der Phosphatgruppen (2’, 3’ oder 5’) durch Perjo- 
datoxydation nach Dixon und Lipkin? und 5. Analyse der Produkte der sauren 
Hydrolyse. Die Hydrolyse wurde 1 Stde. bei 100° in 1n HCl bzw. in 70proz. HCIO, 
ausgefiihrt und die gebildeten Purinbasen und Pyrimidinnucleosid-monophosphate 
bzw. Purin- und Pyrimidinbasen wurden mittels Papierchromatographie in 1. 
Propanol-(2)/Salzsaure (d 1,18)/Wasser 65:17:18; 2. Propanol-(2)/gesatt. (NH,),SO,/ 
Wasser 2:79:19; 3. Isobutterséure/Ammoniak (d 0,880)/Wasser 66:1:33 und 4. 
Butanol-(1)/Eisessig/Wasser 4:1:5 abgetrennt und durch die Ry-Werte und das 
Spektrum identifiziert. Dabei wurden folgende Werte bei py fiir «x 10-° benutzt: 
14,5 fiir A-Derivate, 11,8 fiir G-Derivate und 10,0 fiir U-Derivate bei 260 my, 
13,6 fir C-Derivate, 7,52 fir Orotsiure und 10,9 fiir Harnsaéure bei 280 mu. 

Alle identifizierten Verbindungen, bzw. deren durch Hydrolyse gewonnene 
Abbauprodukte, wurden stets mit authent. Verbindungen in ihrem Verhalten bei 
dem  aaomenan sine und der Papierchromatographie sowie bei iibrigen Be- 
stimmungen verglichen. 

Auf diese Weise konnten die Nucleotid-Bestandteile der einzelnen Ionen- 
austauschfraktionen aus der Frauenmilch und dem Colostrum entweder vollstandig 
identifiziert oder auch hinsichtlich ihrer Purin- bzw. Pyrimidin-Bausteine und des 
Phosphorylierungsgrades charakterisiert werden. Unter den unvollstandig identi- 
fizierten Nucleotidderivaten erhielten wir Fraktionen, die in den Ryr-Werten und 
den Elutionspositionen beim Ionenaustausch den auch aus den Colostra der Kuh 
und des Schafes und aus der Schafmilch isolierten Verbindungen UDP-Glucose 
(UDP-Galaktose), UDP-Acetylglucosamin (UDP-Acetylgalaktosamin), UDP-Glu- 
curonsaure und GDP-Mannose entsprachen, neben anderen unbekannten Nucleosid- 
diphosphat-Derivaten, die héchst wahrscheinlich auch Verbindungen analoger 
Struktur darstellen. Die Versuche, in iiblicher Weise durch milde Hydrolyse und 
darauf folgende Chromatographie den Nicht-Nucleotid-Teil in diesen Verbindungen 
zu erfassen, haben auf Grund der Verunreinigung der betreffenden Fraktionen mit 
Nicht-Nucleotidmaterial (hauptsichlich Kohlenhydrate) noch nicht zu eindeutigen 
Resultaten gefiihrt. Wir sind zur Zeit mit der Weiterfiihrung dieser Versuche 
beschaftigt. 


Zusammenfassung 


Die Frauenmilch enthalt 61—90 «Mol siurelésliche Nucleotide pro 
Liter, davon 32—44 wMol Cytidin-, 22—27 wMol Uridin-, 3—13 uwMol 
Guanosin- und 4—6 uMol Adenosin-Derivate. Der Nucleotidgehalt des 
Colostrums ist etwas héher und betrigt 32—36 wMol Cytidin-, 18—22 
Mol Uridin-, 17—22 wMol Guanosin- und 12—-17 wMol Adenosin-Deri- 


7 R. J. L. Allen, Biochem. J. 34, 858 [1940]. 
8 H.G. Albaum u. W. W. Umbreit, J. biol. Chemistry 107, 369 [1947]. 
® L. Massart u. I. Hoste, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 1, 83 
[1947]. 
10 J. 8. Dixon u. P. Lipkin, Analytic. Chem. 26, 1092 [1954]. 
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vate im Liter. Auch 3’-Adenosin- und 3’(2’)-Uridin-monophosphat sowie 
unbekannte Derivate des letzteren kommen in kleineren Mengen sowohl 
in der Milch wie im Colostrum vor. 


Summary 


Human milk contains 61—90 ymoles acid-soluble nucleotides per 
litre. These are accounted for by 32—44 umoles cytidine-, 22—27 umoles 
uridine-, 3—13 wmoles guanosine- and 4—6 wmoles adenosine derivatives. 
The nucleotide level of the colostrum is somewhat higher and amounts to 
32—36 umoles cytidine-, 18—22 wmoles uridine-, 17—22 wmoles guanos- 
ine- and 12—17 ymoles adenosine derivatives per litre. Smaller amounts 
of 3’-adenosine- and 3’(2’)-uridine monophosphate and their unidentified 
derivatives are also found in milk and colostrum. 


Dr. Adam Deutsch, Statens Mejeriférsék, Alnarp, Schweden. 
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Uber die Umwandlung des embryonalen Stoffwechsels in 
Krebsstoffwechsel 


Von 


Otto Warburg, Karlfried Gawehn, August-Wilhelm Goissler 
und Siegfried Lorenz 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. September 1960) 


Richard Kuhn zum 60. Geburtstag 


In dieser Arbeit beschreiben wir die Umwandlung des embryonalen 
Stoffwechsels in Krebsstoffwechsel beim Wachstum in vitro!. Versuchs- 
material waren Zellen, die nach der Methode von Dulbecco und Vogt? 
aus zehntagigen Hiihnerembryonen gewonnen waren und in Petri-Schalen 
in L.Y.-Medium! unter Zusatz von Kilberserum geziichtet wurden. Dabei 
schligt der rein aerobe Stoffwechsel der embryonalen Zellen nach 1 bis 
2 Teilungen in den Stoffwechsel von Anaerobiern um — eine der inter- 
essantesten Tatsachen, die auf dem Gebiet der chemischen Embryologie 
gefunden worden sind. 


Wir erklaren diese Umwandlung, die auffallend leicht eintritt und 
immer zu demselben Endzustand fiihrt, durch die Annahme, daB die- 
jenigen Nucleinsiuren, die iiber Aerobiose und Anaerobiose entscheiden, 
sich gegenseitig in einander umwandeln kénnen bis zu einem thermo- 
dynamischen Gleichgewicht, das weitgehend zugunsten der Anaerobiose 
liegt; daB aber im KGrper ein Ungleichgewicht erzwungen wird, das 
die Aerobiose erzeugt. 


Die Abbildung zeigt, wie der Umschlag des Stoffwechsels sich bei 
der Manometrie durch einen Umschlag von positiven in negative Drucke 
auswirkt. Es sei hinzugefiigt, da zu dem Umschlag des Stoffwechsels 
Wachstum gehirt. Zellen, dieam Boden derPetri-Schalen nicht anwachsen, 
teilen sich nicht und behalten in der Suspension ihren rein aeroben Stoff- 
wechsel bis zur Auflésung in der Suspension bei. 


10. Warburg, K.Gawehn u. A.-W. Geissler, Z. Naturforsch. 18b, 61, 
588 [1958]; 15b, 378 [1960]. 
2 R. Dulbecco u. M. Vogt, J. exp. Medicine 99, 167 [1954]. 
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Stoffwechsel der embryonalen Zellen vor (negative Drucke) und nach der Um- 
wandlung (positive Drucke). GroBes GefaB: ; kleines GefaB: - - - - -. 
Ziichtung: In L. Y.-Medium unter Zusatz von 50 Vol.-% inaktiviertem Kalber- 
serum bei 38° in einer Atmosphiare von 5 Vol.-% CO, in Luft. 
Manometrie: Zweigefé8methode; in L. Y.-Medium unter Zusatz von 20 Vol.-% 
inaktiviertem Kalberserum, auBerdem Zusatz von 1,5 mg Glucose/cm* und von 
NaHCO, bis 400 mm*/cm’, Gasraum 5 Vol.-% CO, in Luft, p#7,3. 5 mg Trocken- 




















substanz pro GefaB. 
v(cm*) 
Qo, Qos 
Kl.Gef. | Gr. Gef. 
Negative Kurven .. . 16,26 23,34 —12,1 0 
Positive Kurven ... 15,21 20,67 — 4,2 + 31,8 





Das Volumen der retinierenden Flissigkeit betrug in allen 4 Fallen 


3 
vr = 7,15 cm’. Retention fiir CO, und Milchsiure: R = 0,53 are 


mm - em? 


1. Stoffwechsel der embryonalen Zellen 

Im Mittel betrug das Frischgewicht der neuntigigen Hiihnerembryo- 
nen 1,4 g und der zehntigigen Embryonen 2,17 g. Die Vermehrung in 
vivo betrug also das 1,55fache in 24 Stdn. und war damit erheblicher, 
als das Wachstum der meisten Tumoren. Die Augen, deren Gewicht 24% 

des Frischgewichts betrug, wurden vor der Trypsinisierung entfernt. 
Die Embryonen wurden nach Dulbecco und Vogt? trypsinisiert, 
die Zellen wurden in L.Y.-Medium unter Zusatz von 20 Vol.-% inakti- 
viertem Kalberserum suspendiert, ihr Stoffwechsel wurde manometrisch 
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mit der 2-GefaBmethode gemessen. Tab. 1, in der eine Versuchsreihe von 
diesem Sommer zusammengestellt ist, zeigt, daB die Atmung der embryo. 
nalen Zellen groB und ihre aerobe Girung Null ist. Die Manometrie 
wurde in Stichproben mit der optischen Milchsiurebestimmung® kontrol- 
liert und bestatigt. 


Tab. 1. Ergebnisse der manometrischen Stoffwechselmessung mit embryonalen 
Zellen. Manometriebedingungen wie in der Abbildung. 














Vers. Qo, ON one MQ 
Nr. (Atmung) (Aerobe (Anaerobe (Meyerhof- 
Garung) Garung) Quotient) 
1 —ll 0 + 17,2 0,7 
2 — 10,7 0 + 12,3 1,2 
3 — 12,8 0 + 9,7 0,8 
4 — 8,2 0 + 14,7 1,8 
5 — 8,5 0 + 13,5 1,6 
6 — 10,8 0 + 8,7 0,8 
7 — 8,1 0 + 13,1 1,6 
8 — 13,1 0 + 12,1 0,9 
9 — 4,9 0 + 6,9 1,4 
10 — 15,2 0 + 25 1,7 
11 — 12,5 0 + 25 2,0 
12 — 13,8 0 +17 1,2 
13 — 12,0 0 + 12,0 1,0 
14 — 84 0 + 6,1 0,7 
15 — 14,3 0 + 13,4 1,0 
16 — 11,8 0 + 10,9 0,9 
17 — 13,4 0 + 12,5 0,9 
18 — 12,1 0 + 14,4 1,2 
19 — 10,3 0 + 17,7 1,7 
Mittel —11,1 0 + 13,3 1,2 














Tab. 1 zeigt, daB der embryonale Stoffwechsel ein rein aerober Stoff- 
wechsel ist, d. h. daB die embryonale Entwicklung ein rein aerober 
Vorgang ist, woran seit der Entdeckung des Sauerstoffs bis zur Ent- 
deckung der Garung der Tumoren niemand gezweifelt hat. Tatsichlich 
gibt es in dem Reich der Pflanzen und der Tiere nichts, was obligater 
aerob wire, als die embryonale Entwicklung, die wahrscheinlich durch 
das Erscheinen des Sauerstoffs in der Erdatmosphare und den Ersatz der 
Giarungen durch die Atmung erst erméglicht worden ist. Dieser SchluB‘, 
den wir zuerst aus der Garung der Tumoren und ihrem undifferenzierten 
Wachstum gezogen haben, ist kiirzlich auch von Nursall* aus den Tat- 
sachen der Paliontologie gezogen worden mit der Begriindung, daB beim 
Erscheinen des Sauerstoffs in der Erdatmosphire die Héherentwicklung 
des Lebens fast plotzlich eingesetzt hat. 

3 O. Warburg, K. Gawehn u. A.-W. Geissler, diese Z. 320, 277 [1960]. 


4 0. Warburg u. Mitarbeiter, Arch. Biochem. Biophysics 78, 573 [1958]. 
5 J. R. Nursall, Nature [London] 183, 1170 [1959]. 
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Von speziellen Versuchen mit Siugetierembryonen in vivo méchten 
wir die Dahlemer Versuche von Wind und v. Ottingen® an- 
fiihren, die die NabelgefiBe gravider Meerschweinchen punktierten und 
durch chemische Milchséurebestimmungen zeigten, daB die Embryonen 
keine Milchséure an den Blutstrom abgeben, also keine aerobe Garung 
haben. Wir méchten ferner anfiihren’, daB tumortragende Ratten Ga- 
rungsfermente an den Blutstrom abgeben. Da aber die Fermentabgabe aus 
Tumorzellen® mit ihrer Anaerobiose zusammenhingt, so kann die Nicht- 
abgabe von Girungsfermenten aus Embryonen an den Blutstrom als ein 
Argument fiir die Aerobiose der Embryonen im Ko6rper betrachtet wer- 
den. — Drittens sind hier Versuche von Malmgreen und Flanigan® 
anzufiihren, nach denen Tumormause, auch wenn die Tumoren noch 
klein und nicht nekrotisch sind, durch Einimpfung der obligat anaeroben 
Tetanussporen immer getétet werden; daB aber gravide Mause nach der 
Impfung mit Tetanussporen gesund bleiben. Offenbar beweisen diese 
Versuche, bei denen man die ausgekeimten Tetanusbazillen in mikro- 
skopischen Praparaten zwischen den Tumorzellen sieht, die Anaerobiose 
der Tumoren im Kérper, aber die Aerobiose aller iibrigen Zellen im 
Korper, insbesondere auch der embryonalen Zellen. Kein besserer Ver- 
such konnte ersonnen werden, um alle jene Behauptungen iiber die Anaero- 
biose der embryonalen Entwicklung zu widerlegen, die nichts anderes 
gewesen sind, als eine Polemik gegen die Garung der Tumoren. 

Wie aber vertrigt sich die strikte Aerobiose der embryonalen Zellen 
mit ihrer anaeroben Garung!®, die wir fast gleichzeitig mit der Tumor- 
girung gefunden haben? Von dieser anaeroben Girung ist zunachst zu 
sagen, daB sie niemals im Leben manifest werden kann, da die Atmung 
der embryonalen Zellen zu groB ist, um in dem mit Sauerstoff ge- 
sittigten K6érper der héheren Tiere eine Garung iibrig zu lassen. Ferner 
kann die anaerobe Garung keine allgemeine Eigenschaft des Wachstums 
sein, da Dean Burk™ gefunden hat, daB die nach Teilamputation 
schnell regenerierende Leber keine wesentliche anaerobe Garung hat. 
Unseres Erachtens ist der Schliissel zu dem Problem die Tatsache, daB 
die anaerobe, die ,,latente‘‘ Girung der Embryonen um so gréBer ist, je 
weiter man in der Ontogenese der Embryonen zuriickgeht. Dies legt die 
Idee nahe, daB die anaerobe latente Girung der Embryonen eine Er- 
innerung an die lange anaerobe Vorgeschichte ist oder im Sinne unserer 
Einleitung ausgedriickt : daB diejenigen Nucleinsiuren, die iiber Aerobiose 


6 F. Wind u. K. v. Ottingen, Biochem. Z. 197, 170 [1928]. 

7 O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 314, 399 [1943]; J. A. Sibley 
u. A. L. Lehninger, J. nat. Cancer Inst. 9, 303 [1949]; R. Baker u. D. Govan, 
Cancer Res. 18, 141 [1954]. 

8 O. Warburg, K. Gawehn u. G. Lange, Z. Naturforsch. 9b, 109 [1954]. 

* R. M. Malmgreen u. C.C. Flanigan, Cancer Res. 15, 473 [1955], sowie 
briefliche Mitteilung von C. C. Flanigan bez. der graviden Tiere. 

10 QO. Warburg, Metabolism of Tumors, Constable London 1930. 

11 Dean Burk, Symposium of Respiratory Enzymes, University of Wisconsin 
Press, Madison 1942. 
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und Anaerobiose entscheiden, zu Beginn der Ontogenese noch nicht 
vollstiindig in Richtung der Aerobiose reagiert haben. Die groBe Atmung 
ist bereits zu Beginn der Ontogenese erreicht; aber die groBe Girung (aus 
der Zeit der Anaerobiose) ist noch im Verschwinden begriffen. 


2. Entstehung des Krebsstoffwechsels 


Suspendiert man die nach Dulbecco und Vogt erhaltenen embryo- 
nalen Zellen in L.Y.-Medium ohne Zusatz von Serum, und sat man die 
Suspensionen in Petri-Schalen ein, so wachsen die Zellen langsam und 
haben nach 2 Tagen bereits eine grofBe anaerobe Garung, aber noch immer 
eine groBe Atmung, so daB die aerobe Girung Null und der Stoffwechsel 
noch immer der Stoffwechsel von Aerobiern ist. Setzt man beim Wachs- 
tum Serum zu, so wachsen die Zellen schneller, die anaerobe Girung 
steigt héher, die Atmung aber sinkt nunmehr und zwar so stark, daB eine 
groBe aerobe Garung iibrig bleibt und nach 2 Tagen der Krebsstoffwech- 
sel voll ausgebildet ist. Da 50 Vol.-°, Serum das Maximum der Serum- 
wirkung ergab und da inaktiviertes Kilberserum das wirksamste Serum 
war, zum Beispiel wirksamer, als Hiihnerserum, so haben wir in unsern 
endgiiltigen Versuchen mit 50 Vol.-°, Kilberserum gearbeitet. In Tab. 2 
ist eine Versuchsreihe wiedergegeben. 

Tab. 2. Stoffwechsel nach zweitagigem Wachstum bei 38° in L. Y.-Medium mit 


Zusatz von 50 Vol.-% Kalberserum. Bedingungen der Ziichtung und der Mano- 
metrie wie in der Abbildung. 














Vers. Qo, en one MQ 
Nr. (Atmung) (Aerobe (Anaerobe (Meyerhof- 
Garung) Garung) Quotient) 
1 — 2,2 + 31,4 + 33,0 Da die 
2 — 3,0 + 28,7 + 40,0 kleinen 
3 —1,1 + 35,0 + 49,6 Atmungen 
4 —1,3 + 33,8 + 50,0 zu ungenau 
5 — 3,4 + 31,7 + 39,5 erhalten 
6 — 6,5 + 24,6 + 37,8 werden, 
cf — 3,5 + 38,2 + 55,7 hat nur der 
8 — 4,5 + 31,5 -+ 53,5 Mittelwert 
9 — 6,0 + 20,6 + 50,0 Bedeutung * 
10 — 7,2 + 19,2 + 39,0 
11 — 8,5 + 29,3 + 47,0 
Mittel ..... — 4,3 + 29,4 + 45,0 45 — 29,4 _ 3.64 
4,3 , 
Mittelwerte fiir 
embryonale Zellen 
aus Zab:1 . 3... —11,1 0 + 13,3 1,2 




















* Dean Burk hat uns darauf aufmerksam gemacht, daB man die Atmung 
der Krebszellen sehr einfach und genau mit unserer neuen Methode messen kann 
(Z. Naturforsch. 15b, 364, [1960]), bei der Carbonatgemische in einem Anhanger 
der ManometriegefaBe den Kohlensauredruck konstant halten und die Krebszellen 
sich in ihrem physiologischen Medium im Hauptraum befinden. 
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Schreibt man die Mittelwerte der Tabellen 1 und 2 untereinander 
(vgl. Tab. 2, letzte Zeile), so sieht man, daB beim Wachstum in vitro die 
anaerobe Girung von 13 auf 45 gestiegen ist, daB die Atmung von 11 auf 4 
gefallen ist, und daB eine groBe aerobe Garung erschienen ist. Dies ist sehr 
nahe der Stoffwechsel, den man fiir Ascites-Krebszellen der Maus bei der 
Messung in Serum findet. Auch der Meyerhof-Quotient ist der gleiche, 
wie fiir Ascites-Krebszellen und wesentlich héher, als fiir die embryonalen 
Zellen. Tatsichlich sind die niedrigen Meyerhof-Quotienten der Krebs- 
zellen, die friiher bei Messungen in Salzlésungen gefunden wurden, voll- 
stiindig verschwunden, seit der Stoffwechsel in Serum gemessen wird. 
Mége der ,,Pasteur-Defekt“ der Krebszellen, der eine Entkoppelung durch 
Salzlésungen war, nunmehr aus der Literatur verschwinden. 

Implantiert man die in vitro gewachsenen giarenden Zellen subkutan 
in 3 bis 5tagige Hiihnerkiiken, so wachsen solide formlose Knoten, die 
aber bald wieder resorbiert werden. Es ist wahrscheinlich, daB bei der 
Implantation der giirenden Zellen in den K6rper die Girung wieder ver- 
schwindet, da also die Umwandlung der embryonalen Zellen in giirende 
Zellen im Sinne unserer Annahmen zunichst reversibel ist. Spaiter muB die 
Reversion aus irgend einem Grund unméglich werden, sonst kénnten 
keine girenden Zellen im Kérper wachsen, das hei®t, es kénnte keinen 
Krebs geben. 

SchlieBlich sei noch bemerkt, daf bei zweitigigem Wachstum in 
vitro, bei dem der Garungsstoffwechsel entsteht, der Gehalt der Zellen 
an Katalase nicht sinkt. Vor und nach der Kultur in vitro war Q Katalase 
im Mittel 15 und somit etwa 20mal so groB}?, wie in den Ascites-Krebs- 
zellen der Maus. 


Zusammenfassung 


Ziichtet man embryonale Hiihnerzellen in vitro nach Dulbecco 
und Vogt, so entsteht im Lauf von 1 bis 2 Zellteilungen aus dem rein 
aeroben embryonalen Stoffwechsel der Girungsstoffwechsel der Krebs- 
zellen. 


Summary 


If embryonal chicken cells are cultured in vitro according to the 
method of Dulbeccoand Vogt, the purely aerobicembryonal metabolism 
changes, in the course of 1 to 2 cell divisions, to the fermentative met- 
abolism of cancer cells. 


Professor Dr. Otto Warburg, Max-Planck-Institut fiir Zellphysiologie, 
Berlin-Dahlem, GarystraBe 32. 


12 QO. Warburg, K. Gawehn u. A.-W. Geissler, Z. Naturforsch. 18b, 588 
[1958]. 
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Uber Ommochrome, XXI2 
Konstitution und Synthese des Ommatins D 


Von 


Adolf Butenandt, Ernst Biekert, Naofumi Koga und Peter Traub 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. September 1960) 


Richard Kuhn zum 60. Geburtstag gewidmet 


Das als Fliigel- und Exkretpigment vor allem bei Insekten weit ver- 
breitete Ommatin D, das erstmals aus dem Schlupfsekret des ,,kleinen 
Fuchses‘‘ (Vanessa urticae) isoliert und durch sein spektroskopisches 
und papierchromatographisches Verhalten charakterisiert werden konn- 
te*, gehért zur Gruppe der Ommatine. Der erste Vertreter dieser Natur- 
farbstoffklasse, der in kristallisierter Form dargestellt und dessen Kon- 
stitution durch Abbauversuche und Synthesen erschlossen wurde, war 
das Xanthommatin®, dem die Phenoxazonstruktur Ia bzw. Ib* zukommt. 


CO. CO,H 

CaO brave) 

(Fa 0 _ 0H b, r) CO,H 

bo B°\A\v bo NAA 

yy = AA a 

Ceee OO, 
Ia Ib 


Neben Xanthommatin und Ommatin D zihlen wir noch einen 
dritten, ebenfalls weit verbreiteten Farbstoff, das Rhodommatin, zu den 
Ommatinen!. Isolierung und Reinigung von Rhodommatin und Omma- 
tin D erfolgten bisher ausschlieBlich mit papierchromatographischen 
Methoden, wobei groBe Verluste durch Verwendung alkalischer Systeme 
in Kauf genommen werden muBten!. Dadurch bedingt, waren die zur 
Verfiigung stehenden Mengen an reinsten Priparaten sehr gering, was 


1 XX. Mitteil.: A. Butenandt, E. Biekert, H.Kibler u. B. Linzen, 
diese Z. 819, 238 [1960]. 

2 XII. Mitteil.: A. Butenandt, E. Biekert u. R. Beckmann, Liebigs Ann. 
Chem. 607, 207 [1957]. 

3 IV. Mitteil.: A. Butenandt, U.Schiedt, E. Biekert u. R. J.T. Cro- 
martie, Liebigs Ann. Chem. 590, 75 [1954]. 

4 Zur Lactam-Lactim-Tautomerie der 4-Hydroxy-chinolincarbonsaiuren-(2) 
vgl. E. Biekert u. L. Enslein, Chem. Ber. 93, 634 [1960]. 
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die Arbeiten zur Konstitutionsermittlung der beiden Ommatine er- 
schwerte. Nach Einfiihrung von neuen, siulenchromatographischen 
Trennverfahren! lieferte eine erneute Aufarbeitung des Schlupfsekretes 
von etwa 20000 Faltern (Vanessa urticae) reines OmmatinD und 
Rhodommatin in gréBeren Mengen, so daB die Versuche zu ihrer Struktur- 
ermittlung abgeschlossen werden konnten>. Im folgenden soll iiber die 
Konstitutionsermittlung und Synthese des Ommatins D berichtet werden, 
das wegen seiner leichten Zersetzlichkeit und seiner Unléslichkeit in 
neutralen organischen Lésungsmitteln chemisch besonders schwer zu 
handhaben ist. 


I. Reindarstellung und Eigenschaften des Ommatins D 


Die Isolierung des aus Xanthommatin, Rhodommatin und Omma- 
tin D bestehenden und als ,,Rohommochrom“ bezeichneten Farbstoff- 
gemisches erfolgte im wesentlichen nach bereits bekannten Vorschrif- 
ten® 2, wobei als Ausgangsmaterial das auf Filtrierpapier aufgefangene 
Schlupfsekret von 20000 Faltern zur Verfiigung stand*. Zur Auftrennung 
wurde das Rohommochrom in m/15 Phosphat-Puffer, pu 7,0, auf eine 
mit demselben Puffer gewaschene Perlonsiiule gegeben!. Beim Ent- 
wickeln wird Xanthommatin eluiert, wihrend sich Rhodommatin und 
Ommatin D nur wenig auftrennen. Ihre Trennung wire grundsatzlich 
mit Phosphat-Puffer méglich, doch ist die Wanderungsgeschwindigkeit 
der beiden Farbstoffe sehr klein. Deshalb wurde Rhodommatin mit lm 
Pyridin-Acetat-Puffer, px 6,5, eluiert. 

Ommatin D wandert in diesem System nur sehr langsam. In der 
vorhergehenden Mitteilung wird seine Abtrennung mit 2m Pyridin- 
Acetat-Puffer, px 7,0, beschrieben!. Die Anwendung dieses konzentrierten 
Puffers hat sich jedoch hauptsichlich im MikromaBstab bewahrt. Statt 
dessen wurden zur Elution von Ommatin D abwechselnd kleine Anteile 
lproz. waBriger Pyridinlésung und Wasser angewandt. Ommatin D 
ist in schwach alkalischer Lésung (px 8) verhiltnismaBig bestindig, so 
da8 bei Anwendung dieser waBrigen Pyridinlésung keine Verluste 
auftraten. 

Die Isolierung des Ommatins D aus den dabei anfallenden groBen Lésungs- 
mittelmengen bereitete anfanglich Schwierigkeiten, da die Fallung mit Ameisen- 
séure nur sehr langsam verlauft. Wegen der Saureempfindlichkeit des Ommatins D 
(vgl. unten) muB die Ausfallung jedoch rasch erfolgen, da sonst in der ameisen- 
sauren Lésung (pH1,5) Zersetzung eintritt. 

Deshalb wurde die pyridinhaltige wiBrige Ommatin-D-Lésung bei 
tiefer Temperatur zur Trockene gebracht. Dabei hat sich ein besonders 


5 A. Butenandt, Vortrag auf der Jahrestagung der British Chemical 
Society, Belfast, April 1960; I.U.P.A.C.-Kongre8-Bericht, Miinchen 1959, Bd. II, 
S. 11, Verlag Chemie, Weinheim (BergstraBe) 1960. 

6 J. Mitteil.: A. Butenandt, U.Schiedt, E. Biekert u. P. Kornmann, 
Liebigs Ann. Chem. 586, 217 [1954]. 

‘ * Frau E. Hauschteck, Bisperode, sei fiir die Ziichtung der Falter herzlich 
gedankt. 
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konstruierter Rotationsverdampfer* mit angeschlossener Tiefkiihlfalle 
ausgezeichnet bewahrt. Die Temperatur der Ommatin-D-Lésung wurde 
dabei stets zwischen 0° und —2° gehalten. 

Das zuriickbleibende Pyridiniumsalz des Ommatins D wurde mit 
Wasser aufgenommen und das freie Ommatin D mit Ameisensiure aus- 
gefallt. Die Rechromatographie an Perlonpulver ergab reinen Farbstoff, 
der sich papierchromatographisch und spektroskopisch nicht von frither 
dargestelltem Ommatin D unterschied. In Abb. 1 ist das IR-Spektrum 
des so gereinigten Priparates wiedergegeben. Abb. 2 zeigt sein UV- 
Spektrum im Vergleich zu dem des Dihydroxanthommatins. 
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Abb. 1. IR-Spektrum des Ommatins D (in KBr gepreBt). 





Die Absorptionskurve des Om- 
matins D in 5n HCl entspricht der 
des Dihydroxanthommatins, d. h. 


; beide Farbstoffe besitzen dasselbe 
' chromophore System. 
40 Ommatin D ist ein dunkelbraun- 





rotes, amorphes Pulver, dessen Kri- 
\ stallisation bisher nicht gelungen ist. 
In seinen Léslichkeitseigenschaften 
entspricht es weitgehend dem Xanth- 
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i) 
Y ommatin und Rhodommatin. Wih- 
a \ rend es in neutralen organischen 
UY Lésungsmitteln praktisch unléslich 
ist, lést es sich gut in Ameisensiure, 
‘s SIN Abb. 2. UV-Spektrum von Dihydro- 
os Pe xanthommatin unter Zusatz von Sn(Cl, 
a y in 5n HCl (----- ) und von Ommatin D 
in 5n HCl ( ). 
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* Dieser Tieftemperatur-Rotationsverdampfer kann von der Firma H-Technik, 
Miinchen 2, BlutenburgstraBe 96, bezogen werden (E. Biekert u. P. Traub, 
Chemie-Ing.-Techn., im Druck). 
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salzsaurem Methanol, in konzentrierten Mineralsaiuren, in neutralen und 
basischen Pufferlésungen und in Alkali. Diese Eigenschaften zeigen, wie 
bei Xanthommatin und Rhodommatin, das Vorliegen von basischen und 
sauren Gruppen bzw. einer Aminosiure an. 


II. Hydrolytische Spaltung des Ommatins D 


Unter Einwirkung von Saure in Gegenwart von Luftsauerstoff geht 
Ommatin D in eine Verbindung mit dem chromophoren System und dem 
Redoxverhalten des Xanthommatins iiber. 
Dieselbe Umwandlung wird auch bei Einwir- 
kung von Kaliumhexacyanoferrat(III) in | 
neutraler oder von Natriumnitrit in saurer ; 
Lésung beobachtet. 

Der Verlauf der Reaktion in salzsaurem 
Milieu liBt sich UV-spektroskopisch verfoigen. a 
In Abb. 3 ist die Anderung der UV-Absorption 
von Ommatin D bei 26stdg. Einwirkung von 
5n HCl aufgezeichnet: Nach dieser Zeit ist 
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das Spektrum der Lésung mit dem einer a 
entsprechenden Xanthommatinlésung prak- 
tisch identisch. a2 
ON 
Abb. 3. UV-spektroskopischer Verlauf der Spaltung 
des Ommatins D in 5n HCl. 
300 400 500 
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DaB es sich bei dem Spaltstiick um Xanthommatin handelt, laBt 
sich papierchromatographisch, UV- und IR-spektroskopisch nachweisen. 


Kinetik der Ommatin-D-Umwandlung in Salzsiure 


Aufschliisse tiber die Art der Umwandlung von Ommatin D in 
Xanthommatin in salzsaurer Lésung unter Gegenwart von Sauerstoff 
sind aus der Kinetik dieser Reaktion zu erwarten. Es wurde daher die 
Extinktions-Zunahme der fiir Xanthommatin charakteristischen UV- 
Bande bei 480 mu in Abhingigkeit von der Zeit gemessen. Die Aus- 
wertung erfolgte nach der Gleichung: 

1), % _1,) BoM | 

sb fps Co—xX x t ” Lo—H, . 

die fiir eine Reaktion 1. Ordnung giiltig ist. Dabei ist H, die Extinktion 

zur Zeit t = 0, H, diejenige zur Zeit t. Fir #, wird die Extinktion nach 

Beendigung der Reaktion, d.h. nach 26 Stdn., eingesetzt. Den Verlauf 
der Reaktion gibt die Abb. 4 wieder. 

Aus dem Kurvenverlauf ist zu entnehmen, da8 die Reaktion nach 
Lo—EH, . 
Howse, °sen die 


(H = log 4) 








26 Stdn. beendet ist. Tragt man den Ausdruck In 
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Zeit auf, so erhilt man die in Abb. 5 wiedergegebene Gerade, die beweist, 
daB der Ubergang des Ommatins D in Xanthommatin eine Reaktion 
1. Ordnung, d. h. eine hydrolytische Spaltung darstellt. 
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Abb. 4 Abb. 5 
Abb. 4. Umwandlung des Ommatins D in 5n HCl bei Zimmertemperatur, cy = 28 y/ml. 
Abb. 5. Spaltung des Ommatins D in 5n HCl als Reaktion 1. Ordnung. 


Wie UV-spektroskopisch gezeigt wurde (vgl. Abb. 2), entspricht das 
chromophore System des Ommatins D dem des Dihydroxanthommatins. 
Der Sauerstoffbedarf der Reaktion geht demnach auf die Oxydation 
des hydrolytisch in Freiheit gesetzten Dihydroxanthommatins zu Xanth- 
ommatin zuriick, wobei die Hydrolyse den geschwindigkeitsbestim- 
menden Schritt der Gesamtreaktion darstellt. 

Aus den bisher mitgeteilten Ergebnissen li Bt sich der SchluB ziehen, 
da8 im Ommatin D ein Derivat des Dihydroxanthommatins vorliegt, 
bei dem die reduzierte Form des Phenoxazonsystems durch Substitution 
nach Ila bzw. IIb stabilisiert ist: 


CO,H CO,H 
(NH,) Ca 
CH, 

|g HHO A 00H Li ee /™ 0,H 

LA oe : / 
as 7 ee Oe 
| 
a alien PNG ie SN * Now 

Ila IIb 


Uber die Natur des Substituenten R sollte die Ermittlung der 
Elementarzusammensetzung Aufschlu8 geben. 
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III. Elementarzusammensetzung des Ommatins D 


Ommatin D ist auBerordentlich schwer verbrennbar und liefert bei 
den Verbrennungen stark schwankende Analysenwerte. In der Tabelle 
sind die Ergebnisse von 5 Bestimmungen aufgefiihrt, die mit unabhingig 
voneinander nach verschiedenen Reinigungsoperationen dargestellten 
Priparaten ermittelt wurden. Aus den Analysen 1—3 ergab sich, daB 
neben den in Xanthommatin und Rhodommatin ermittelten Elementen 
C, H, N und O ein weiteres Element vorliegen muB. Qualitative Priifun- 
gen zeigten, da8 Ommatin D, wie Ommin’, Schwefel als weiteren Bau- 
stein im Molekiil enthalt, und zwei weitere Gesamtanalysen bestitigten 
dies mit den unter 4 und 5 aufgefiihrten Werten. 


Analysenwerte von 5 auf verschiedenen Wegen gereinigten Ommatin-D-Praparaten. 
(Die Analysen wurden von A. Bernhardt, Miilheim/Ruhr, durchgefiihrt.) 


























Angaben in %. 
Nr. C H N oO S 
1 50,96 4,54 4;37 36,56 
2 46,86 3,19 7,07 34,67 
$ 48,11 3,47 7,12 34,03 
4 47,22 3,31 1.22 34,86 4,74 
5 47,16 4,13 7,87 35,99 4,22 


Aus diesen Werten ergab sich fiir OmmatinD ein Ausdruck 
CogHggN ,0, 6S (vgl.1.c.*) und fiir die hydrolytischeSpaltung die Gleichung: 


Ommatin D ae Dihydroxanthommatin + C,H,,NO,S. 





Doch lieB sich trotz vieler Versuche neben Xanthommatin kein 
weiteres kohlenstoffhaltiges Spaltstiick nachweisen. 

Die der Summenformel C,,H39N,0,,S zugrunde liegenden Schwefel- 
werte der Tabelle wurden zudem fraglich, als beischwefelhaltigen Hydroxy- 
chinolincarbonsiuren, die im Rahmen von Modellversuchen dargestellt 
wurden®, nach der gleichen Analysenmethode im Durchschnitt um 
1—1,5% zu tiefe Werte gefunden wurden. AuBerdem verbleiben bei allen 
Verbrennungen des Ommatins D unverbrennbare Riickstiinde, die den 
Aussagewert der Analysenergebnisse weiter einengen. 

Qualitativ lieB sich feststellen, da& der Schwefel in der Oxydations- 
stufe des Sulfates hydrolytisch abgespalten wird. Es wurde deshalb eine 
Methode ausgearbeitet, bei der nach einer quantitativen Hydrolyse die 
Schwefelbestimmung nach Abtrennung des Xanthommatins an einem 
sauren Ionenaustauscher gravimetrisch erfolgt. Dazu wird Ommatin D 


7 XIII. Mitteil.: A. Butenandt, E. Biekert u. B. Linzen, diese Z. 312, 
227 [1958]; XVI. Mitteil.: A. Butenandt, G. Neubert u. U. Baumann, ebenda 
314, 15 [1959]. 
8 Vgl. A. Butenandt, Naturwissenschaften 46, 461 [1959]. 
® E. Harle, Diplomarb., Universitat Miinchen, noch unveréffentlicht. 
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bei Zimmertemperatur unter Sauerstoffzutritt in 5n HCl gespalten und 
das Hydrolysengemisch an Dowex 50 aufgetrennt. Xanthommatin bleibt 
auf der Saule adsorbiert, waihrend das abgespaltene Sulfat quantitativ 
durchlauft. Die saure Sulfatlésung wird unter Zugabe von etwas Natrium- 
hydroxyd zur Trockene gebracht, der Salzriickstand in verdiinnter Salz- 
siure aufgenommen und das Sulfat mit Bariumchlorid gefallt. Nach 
diesem Verfahren wurde bei zweimal iiber Perlonpulver rechromato- 
graphiertem und papierchromatographisch véllig einheitlichem Omma- 
tin D ein Schwefelgehalt von 6,33% gefunden. 


Unter Zugrundelegung dieses im Vergleich zu den friiheren Bestim- 
mungen erheblich héheren Schwefelgehaltes (vgl. Tabelle) errechnet sich 
fiir Ommatin D unter der Annahme eines Schwefelatoms im Molekiil ein 
Molekulargewicht von 505. Dieser Wert lat eine Molekulargewichts- 
bestimmung des neben Xanthommatin erwarteten zweiten Hydrolyse- 
bruchstiickes zu: 

505 (Ommatin D) 
+ 18 (Wasser) 
— 425 (Dihydroxanthommatin) 
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Dieser Wert entspricht dem Molekulargewicht der Schwefelsiure. 
Das spricht dafiir, daB im Ommatin D ein Schwefelsiiureester oder eine 
Sulfamidsaiure des Dihydroxanthommatins, C,.H,;N,0,,S, vorliegt. Mit 
dieser Formel lassen sich die gefundenen Analysenwerte der Tab. 1 eben- 
falls in Einklang bringen. 


Von den nunmehr denkbaren Strukturen kommen nur IIT und IV 
in Frage, denn das UV-Spektrum des Ommatins D zeigt, wie oben aus- 
gefiihrt, dasselbe chromophore System an, wie es im Dihydroxanthomma- 
tin vorliegt. Da Ommatin D im Gegensatz zum Dihydroxanthommatin 
nicht autoxydabel ist, mu die Phenoxazinform durch Substitution am 
Stickstoff oder Sauerstoff stabilisiert sein, wie es die beiden Formeln 
zeigen. Das friiher beschriebene Redoxverhalten® ist auf das bei der 
Oxydation spontan entstehende Xanthommatin zuriickzufiihren. 


CO,H CO,H 
H(NH,) 
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Interessant ist der Befund, daB auch unter Bedingungen, bei denen 
eine spontane Hydrolyse unwahrscheinlich ist, d. h. in neutraler Lésung, 
nach Zugabe von Oxydationsmittel augenblicklich das fiir Xanthomma- 
tin charakteristische Redoxverhalten auftritt. Dadurch wird ein Redox- 
verhalten des Ommatins D selber vorgetiuscht (vgl. unten). 


Das Vorliegen eines Schwefelsiureesters der Struktur IV macht die 
Hydrolyseempfindlichkeit des Ommatins D verstindlich. 


Um den angenommenen Verlauf der Hydrolyse iiber Dihydro- 
xanthommatin mit anschlieBender Oxydation zu Xanthommatin zu 
sichern und damit die Struktur des Ommatins D als Schwefelsiureester 
des Dihydroxanthommatins zu beweisen, wurden synthetische Versuche 
aufgenommen mit dem Ziel, eine von 3-Hydroxy-kynurenin ausgehende 
Totalsynthese durchzufiihren. 


IV. Synthese des DL-Ommatins D und Racematspaltung 


Der Aufbau des DL-Ommatins D gestaltet sich verhiltnismaBig ein- 
fach, wenn man von den beiden Hydrolysebruchstiicken Dihydroxanth- 
ommatin und Schwefelsiure bzw. einem ihrer Derivate ausgeht. Dazu 
wurde als Schwefelsiurederivat die Chlorsulfonsiure gewihlt. Xanth- 
ommatin, durch Oxydation von DL-3-Hydroxy-kynurenin mit Kalium- 
hexacyanoferrat(III) dargestellt!®, wurde in seiner reduzierten Form 
als Trinatriumsalz (V) in die Reaktion eingesetzt. Die Umsetzung mit 
einem groBen Uberschu8 Chlorsulfonsiure wurde in Dimethylformamid 
bei Zimmertemperatur vorgenommen (Formelschema s. 8. 266). 


Da beide Carboxylgruppen des Dihydroxanthommatins in ihrer 
Carboxylatform vorliegen, reagieren sie mit Chlorsulfonsiure unter Bil- 
dung gemischter Schwefelsiureanhydride. Zerstért man die iiberschiissige 
Chlorsulfonsiure mit Wasser, so werden auch die Siureanhydridbindun- 
gen gespalten, wihrend die mit der phenolischen Hydroxylgruppe ester- 
artig verbundene Schwefelsiiure langsamer abhydrolysiert. 


Die weitere Aufarbeitung der mit Wasser verdiinnten und mit 
Natronlauge neutralisierten Reaktionslésung erfolgte im wesentlichen 
durch die schon bei der Reindarstellung des Ommatins D beschriebene 
Siulenchromatographie an Perlonpulver. 


Der so gewonnene Farbstoff konnte durch zweimalige priiparative 
Ring-Papierchromatographie mit dem System Kollidin/Lutidin/Wasser 
1:1:2* in zwei Komponenten (Verhiltnis 1:1) zerlegt werden. Die Ry- 
Werte der in KLW papierchromatographisch einheitlichen Substanzen 
betrugen 0,62 und 0,56, das Verhaltnis der Ry-Werte demnach 0,9. 


10 TIT. Mitteil.: A. Butenandt, U.Schiedt u. E. Biekert, Liebigs Ann. 
Chem. 588, 106 [1954]. 
* Im folgenden als KLW abgekiirzt. 
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Die schneller wandernde Komponente ist papierchroma- 
tographisch mit nativem Ommatin D identisch. Die IR- und 
UV-Spektren beider synthetischer Verbindungen sind untereinander 
volliz gleich und mit den Spektren des nativen Ommatins D identisch; 
die nach der oben beschriebenen Methode durchgefiihrte Schwefel- 
bestimmung und die Stickstoffverbrennung ergaben sehr gute Uberein- 
stimmung mit den Werten des Ommatins D. Die IR-Spektren sind in 
Abb. 6 und 7 wiedergegeben, die UV-Spektren in Abb. 8. 
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Abb. 6. IR-Spektrum der synthetischen Verbindung mit Ry-Wert 0,62 (stark aus- 
gezogen) und von nativem Ommatin D (gestrichelt) (in KBr gepreBt). 
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Abb. 8. UV-Spektren der beiden syn- 

thetischen Verbindungen und des na- 

tiven Ommatins D in m/15 Phosphat- 

puffer, pH7,0. Natives Ommatin D 
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Abb. 7. IR-Spektrum der synthetischen Verbindung mit Rr-Wert 0,56 (stark aus- 
gezogen) und von nativem Ommatin D (gestrichelt) (in KBr gepreBt). 
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Das IR-Spektrum des Ommatins D zeigt in Ubereinstimmung mit 
der Struktur IV zwei starke breite Banden um 8 yu (1250 cm) und um 
6,75 w (1481 em-1), die von der Schwefelsiureestergruppierung her- 
riihren!, Die Bande bei 5,77 wu (1733 cm-*) ist der Carboxylgruppe am 
Chinolinring zuzuordnen, wihrend bei 6,07 ~ (1647 cm~1) die durch 
H-Briickenbindung rot-verschobene Absorption der aromatisch-konju- 
gierten C=O-Gruppe der Kynurenin-Seitenkette auftritt. 


Das Auftreten der beiden Komponenten im Verhiltnis 1:1 und die 
vollige spektroskopische Ubereinstimmung lassen darauf schlieBen, dab 
die beiden durch papierchromatographische Auftrennung des Synthese- 
produktes gewonnenen Farbstoffe die optischen Isomeren des 
Ommatins D darstellen. 


Die Moglichkeit, daB bei der Umsetzung von Dihydroxanthommatin 
mit Chlorsulfonsiure auch die Sulfamidsiure III entstanden ist und 
demnach ein Gemisch von O-Sulfat und N-Sulfat- vorliegt, laBt sich 
an Hand der IR-Spektren mit Sicherheit ausschlieBen. Deren Uberein- 
stimmung beweist, daB es sich um identische Verbindungen handelt. 
Wihrend sich optische Isomere in ihren IR-Spektren nicht unterscheiden, 
miiBten die beiden Verbindungen III und IV verschiedene IR-Absorp- 
tionsspektren zeigen. Da die Komponente mit dem gréSeren Ry-Wert 
von 0,62 mit nativem Ommatin D identisch ist, muB es sich bei der lang- 
samer wandernden Substanz mit dem Ry-Wert von 0,56 um D-Omma- 
tin D handeln. 


Diese Annahme lie sich wie folgt beweisen: Setzt man statt des 
synthetischen DL-Xanthommatins natiirliches, aus Calliphora-Augen 
isoliertes L-Xanthommatin, dessen Konfiguration sich aus seiner 
Genese aus L-Tryptophan ableitet, mit Chlorsulfonsiure um, so entsteht 
nur natives, d. h. L-Ommatin D mit Ry-Wert 0,62. Die zweite Verbin- 
dung vom Ry-Wert 0,56 konnte dabei nicht nachgewiesen werden. Damit 
ist bewiesen, daB das Auftreten von zwei Ommatin-D-Flecken bei der 
papierchromatographischen Trennung auf eine Trennung des racemi- 
schen Ommatins D in D-Ommatin D und L-Ommatin D zuriickzufiihren ist. 


Diese papierchromatographische Racematspaltung findet Parallelen 
in der Auftrennung anderer aromatischer Aminosiiuren, wie DL-Kynu- 
renin, DL-Hydroxykynurenin, DL-Tryptophan und verschiedener DL- 
Dihydroxyphenylalanine!2-!°, Fiir derartige Isomerentrennungen stellte 
Dalgliesh folgende GesetzmaBigkeiten auf: 


11 L. J. Bellamy, The Infra-red Spectra of Complex Molecules, 2. Auflage 
S. 350, Methuen & Co. Ltd., London 1958. 

122 C. EK. Dalgliesh, Biochem. J. 52, 3 [1952]. 

13 C. E. Dalgliesh, J. chem. Soc. [London] 1952, 3940. 

14M. Mason u. C. P. Berg, J. biol. Chemistry 195, 515 [1952]. 

15 J. P. Lambooy, J. Amer. chem. Soc. 76, 133 [1954]. 

16 R. Weichert, Acta chem. scand. 8, 1542 [1954]. 
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Papierchromatographisch trennbare Racemate miissen mindestens 
zwei polare Gruppen (eine COOH- und eine NH,-Gruppe) in der Seiten- 
kette und einen flachen aromatischen Ring enthalten, welche zusammen 
die Verankerung an der Oberfliche der optisch aktiven Cellulose an drei 
Punkten erméglichen. AuBerdem muB eine geeignete Entfernung zwi- 
schen diesen einzelnen Gruppen und ein Substituent in ortho-Stellung am 
Kern vorliegen. Dieser ortho-standige Substituent (im Falle des Omma- 
tins D die NH-Briicke des Phenoxazinringes) bedingt eine starkere Ad- 
sorption des aromatischen Kernes an die Celluloseoberfliche. Weichert*® 
fand weiterhin, daB Substanzen, welche sich von Kynurenin durch Ersatz 
der aromatisch konjugierten Ketogruppe durch eine CH,- oder CHOH- 
Gruppe ableiten, chromatographisch nicht mehr in die Antipoden auf- 
getrennt werden kénnen. Eine Erklarung hierfiir ist wohl in der Ausbil- 
dung einer starken Wasserstoffbriickenbindung zwischen Ketogruppe 
und ortho-sténdiger Aminogruppe im Kynurenin zu suchen. Dadurch 
erhailt das Kynurenin eine Phenylalanin-aéhnliche Struktur und wird 
auch dem Tryptophan in gewisser Weise ahnlich. 

Das Verhiltnis der Ry-Werte der Isomeren betragt in allen diesen 
Beispielen ungefahr 0,9, wobei im Falle der Verbindungen mit Kynurenin- 
Seitenkette die Isomeren mit den gréBeren Ry-Werten die L-Formen 
darstellen. Dieses Verhaltnis von 0,9 wird auch bei den beiden Ommatin- 
D-Isomeren gefunden (vgl. oben). 

Alle Voraussetzungen zur papierchromatographischen Racemat- 
spaltung erfiillt das synthetische DL-Ommatin D in idealer Weise. Die 
Notwendigkeit einer Wasserstoffbriicke zwischen der Ketogruppe der 
Seitenkette und der NH-Gruppierung des Phenoxazinringes spricht zu- 
dem gegen das Vorliegen einer Sulfamidsiure IIT. 

Die optischen Drehwerte der Ommatin-D-Isomeren konnten wegen 
der tiefen Farbe ihrer Lésungen noch nicht bestimmt werden. 


V. Konstitution und mégliche biochemische Funktion 
des Ommatins D 


Man muB nach den bisher mitgeteilten Ergebnissen dem Ommatin D 
die Strukturdes Dihydroxanthommatin-schwefelsiure-esters 
IV zuordnen. Diese Formel erklart in befriedigender Weise alle Eigen- 
schaften des Ommatins D, die Befunde der hydrolytischen Spaltung und 
den eindeutigen Verlauf der Synthese. 

Die Sulfamidsaurestruktur ITI, die ebenfalls die Stabilitat der redu- 
zierten Stufe des Phenoxazonsystems erkliren kénnte, scheint uns aus 
folgenden Griinden unwahrscheinlich : 

1. Ommatin D ist auBerordentlich siureempfindlich?; schon beim 
Lagern geht es, unter Abspaltung von Schwefelsaure, in Xanthommatin 
iiber. Eine Sulfamidgruppierung sollte gegen Hydrolyse stabiler sein. 

2. Beider Umsetzung des Dihydroxanthommatin-trinatriumsalzes V 
mit Chlorsulfonsiure in Dimethylformamid bei Zimmertemperatur setzt 
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sich sicher das Phenolsalz bevorzugt zum Schwefelsiureester um. Das 
Kalottenmodell des Dihydroxanthommatins lift zudem erkennen, dal} 
die N—H-Gruppierung des Phenoxazinringes stark durch Wasserstoff- 
briickenbindung an die benachbarten Carbonylgruppierungen engagiert 
ist. 

3. Die GesetzmiBigkeiten, die bei der Racematspaltung aromati- 
scher Aminosauren erértert wurden, und die papierchromatographische 
Auftrennung des DL-Ommatins D in seine optischen Isomeren sprechen 
dafiir, daB wie bei Kynurenin und Hydroxykynurenin eine zur aroma- 
tisch konjugierten C=O-Gruppe ortho-stiindige N—H-Gruppierung vor- 
handen ist. Nur so kann sich die von Weichert!® geforderte Wasser- 
stoffbriickenbindung ausbilden. 


4. Phenolschwefelsiureester treten als Stoffwechselprodukte von 
Phenolen haufig auf. So wurde z. B. bei Ratten, die auf Pyridoxin-Mangel- 
diit gesetzt wurden, 3-Hydroxy-kynurenin-schwefelsiureester aus dem 
Harn isoliert!?. Auch dieser Schwefelsiiureester ist in saurem Milieu sehr 
unbestindig. , 

An die Konstitution als Dihydroxanthommatin-schwefelsdureester 
lassen sich iiber die biologische Funktion des Ommatins D interes- 
sante Spekulationen kniipfen. Die Bindung eines Schwefelsaurerestes 
an ein chinoides System in seiner reduzierten Form, wie sie im Omma- 
tin D vorliegt, kann verglichen werden mit Hydrochinon-phosphorsiure- 
estern, denen nach neueren Untersuchungen eine Rolle bei der oxydativen 
Phosphorylierung nach folgender Gleichung zukommen soll!’. 








O—PO,H, fo) 
\4N7 —20 \/\/ 
| +ROH = + || || +RO—PO,H, + 2H° 
YN ee 
i 
H O 


Ommatin D 1laBt sich, wie schon ausgefiihrt, auch in neutralem Milieu 
oxydativ leicht in Xanthommatin iiberfiihren: So zeigt seine Lésung in 
neutralem Phosphatpuffer bei Zugabe von Kaliumhexacyanoferrat (III) 
augenblicklich einen Farbumschlag von tiefrot nach braungelb, das 
typische Redoxverhalten des Xanthommatins. 

In Analogie zu dem Verhalten der Hydrochinon-phosphorsaureester 
kénnte eine solche ,,oxydative Spaltung‘‘ daher als Bereitstellung von 
,,aktiviertem Sulfat‘‘ gedeutet werden, wobei die Rolle des Chinon- 
Hydrochinonsystems hier das Phenoxazon-Phenoxazin-System iiber- 
nehmen wiirde: 


17 K. Harrison, Nature [London] 181, 1131 [1958]; V. M. Clark, G. W. 
Kirby u. A.R. Todd, Nature [London] 181, 1650 [1958]; Th. Wieland u. 
F. Pattermann, Chem. Ber. 92, 2917 [1959]. 
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Danach kénnte dem Ommatin D eine sulfatiibertragende Funktion 
im Insektenorganismus zukommen; iiber die Art des Sulfat-Acceptors 
kann noch nichts gesagt werden, jedoch sind z. Zt. Versuche im Gange, 
um die Méglichkeit solcher Reaktionen zu priifen. 


Beschreibung der Versuche 
I. Gewinnung des Ommatins D 


Aufarbeitung des Schlupfsekretes von Vanessa urticae 

Der mit dem Schlupfsekret von etwa 20000 Faltern getrinkte Zellstoff wurde 
grob zerfasert, in mehreren Anteilen mit insgesamt 11 / eiskaltem Wasser angeteigt 
und bei einer Belastung von 400 at ausgepreBt. Die tiefrote, triibe PreBlésung wurde 
in der Kalte durch Zentrifugieren von Schwebeteilchen befreit. Sie zeigte einen 
pu-Wert von 5,8. Die Ausfallung der Farbstoffe erfolgte durch Ansauern der kalten 
PreBlésung mit Ameisensiure auf py 1,5. Nach 2stdg. Stehenlassen bei 0° wurde 
abzentrifugiert, einmal mit verd. Ameisensaure (1: 100) gewaschen und anschlieBend 
bei Zimmertemperatur iiber KOH und P,O, im Vak. getrocknet. Auf diese Weise 
wurden 11,5 g Rohommochrom gewonnen. Es wurde iiber KOH und P,O; bei 
—40° aufbewahrt. 

Beim Ansauern desdunkelgelben Uberstands mit konz. Salzsaure, Einleiten von 
SO, und Stehenlassen in der Kalte fiel sehr viel Harnsiure und noch ein wenig 
Farbstoffgemisch aus. Es wurde abfiltriert, mit 0,01n HCl gewaschen und iiber 
KOH und P,O; im Vak. getrocknet. Die Ausbeute dieser zweiten Fraktion betrug 
2,4 g. Der Uberstand behielt nach dieser Behandlung seine gelbe Farbe bei. 


Ringchromatographie 


Ein Teil dieses Rohommochroms wurde einer praparativen Ringchromato- 
graphie nach Brockmann und Patt!® unterworfen. Als Liésungsmittelsystem 
diente Kollidin/Lutidin/Wasser 1:1:2 auf Chromatographiepapier von Schleicher & 
Schiill 2043 b. Zur Verarbeitung von 250 mg Farbstoffgemisch wurden 60 Schichten 
Papier verwendet. Die Laufzeit betrug 24 Stdn. Die Papierbégen wurden zur Ent- 
fernung des basischen Lésungsmittelsystems mit 51 Aceton gewaschen. Hierbei 
ging ein betrachtlicher Teil der Farbstoffe durch Auswaschen verloren. Die 
Rhodommatin- und Ommatin-D-Zonen der an der Luft getrockneten 60 Einzel- 
chromatogramme wurden ausgeschnitten, zerkleinert, mit méglichst wenig Wasser 
und His im Starmix zerfasert und der dabei erhaltene Papierbrei bei einer Belastung 
von 400 at ausgepreBt. Der PreBsaft wurde durch Zentrifugieren von Schwebe- 
teilchen befreit und anschlieBend mit Ameisensaure bei 0° auf pp2 gebracht. Ab- 
zentrifugieren der in der Kalte ausgefallenen Farbstoffe, Waschen mit schwach 
ameisensaurem Wasser (1:100) und Trocknen iiber P,O, und KOH im Vak. fiihrte 
zu annahernd reinem Rhodommatin und Ommatin D. 

Eine Rechromatographie der Farbstoffe nach demselben Verfahren und Um- 
fallen der auf diese Weise gereinigten Komponenten aus 0,01m Pyridin-Acetat- 
Puffer, pH 7,0, ergab weitgehend reine Produkte. Aus 1 g Farbstoffgemisch wurden 
insgesamt 170 mg Rhodommatin und 87,5 mg Ommatin D erhalten. 


18H. Brockmann u. P. Patt, Naturwissenschaften 40, 221 [1953]. 
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Saulenchromatographie an Perlonpulvert 

a) Trennsaéule 

Zur Trennung des Rohommochroms in seine einzelnen Komponenten wurde 
eine 60 cm lange Saule mit eingelassener Glasfritte verwendet, deren Durchmesser 
6 cm betrug. Als Fillmaterial diente Perlonpulver* (Ultramid K 228, BM2 mit 
monomerem Arm, SiebgréBe 0,2 mm), das zur Quellung 12 Stdn. mit dest. Wasser 
behandelt wurde. Das gequollene Perlonpulver wurde in die Saule eingeschlammt 
und mit einem Stopfer fest eingestampft. Die Hohe des Adsorptionsmaterials betrug 
schlieBlich 45 cm. Nun wurde das Perlonpulver nacheinander mit 3 1 m/15 Phosphat- 
Puffer, px 7,0, 1,5 1 1m Pyridin-Acetat-Puffer, py 6,5, und 1 1 m/15 Phosphat-Puffer, 
px7,0, gewaschen. Die abflieBende Pufferlésung war nach dieser Reinigung vdllig 
frei von aus dem Perlonpulver stammenden wasserlislichen Verunreinigungen 
organischer Natur. Mit dieser Saule kénnen etwa 10 Trennungen des Farbstoff- 
gemisches durchgefiihrt werden. 


b) Trennung des Rohommochroms 

500 mg Rohommochrom wurden in 200 mi m/15 Phosphat-Puffer, px7,0, 
gelést und auf die Séule gegeben. Nachdem die tiefrote Lésung in das Adsorptions. 
material eingelaufen war, wurde mit insgesamt 5/1 m/15 Phosphat-Puffer, px7,0, 
entwickelt. Die Tropfgeschwindigkeit betrug 50—60 Tropfen/Min. (2,5—3 ml/Min.). 
Hierbei trat eine deutliche Auftrennung des Farbstoffgemischs in drei Banden ein: 
eine vordere gelbe, bestehend aus Xanthommatin, eine mittlere rote, bestehend 
aus Rhodommatin und eine hintere orangerote, bestehend aus Ommatin D. Das 
Xanthommatin wurde im Laufe von 28 Stdn. durch 5/1 Phosphat-Puffer aus- 
gewaschen. Die Abtrennung des Rhodommatins vom Ommatin D erfolgte mit 
etwa 1,51 1m Pyridin-Acetat-Puffer, py6,5. Abwechselndes Eluieren mit je 100-ml- 
Anteilen Wasser und lproz. waBr. Pyridinlésung fiihrte schlieBlich zur Gewinnung 
des Ommatins D. 


Ommatin D 


Bei einer Einwaage von 500 mg Rohommochrom fielen etwa 750 ml einer roten 
pyridinhaltigen Ommatin-D-Lésung an. Die Lésung wurde bei 0° in einem Tief- 
temperatur-Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die abgezogenen Lésungs- 
mitteldimpfe wurden in einer mit Trockeneis-Aceton tiefgekiihlten Vorlage aus- 
gefroren. Die Verdampfungsgeschwindigkeit war unter diesen Bedingungen so groB, 
daB die Temperatur der Liésung stets zwischen 0° und —2° gehalten werden konnte. 
Das Absinken des po-Wertes, das auf Anreicherung der Essigsiure des Pyridin- 
Acetat-Puffers zuriickzufiihren war, wurde durch Zugabe iiberschiissigen Pyridins 
vermieden. Der trockene, tiefrote Riickstand wurde in 50 ml Wasser aufgenommen, 
diese Lésung auf 0° abgekiihlt und das Ommatin D mit Ameisensaure bei pq 1,5 
ausgefallt. Nach kurzem Stehenlassen bei 0° wurde abzentrifugiert, der rotbraune 
Bodensatz zweimal mit schwach ameisensaurem Wasser gewaschen und schlieBlich 
iiber KOH und P,O, im Vak. getrocknet. 

Zur weiteren Reinigung wurde dieses Praiparat nochmals iiber Perlonpulver 
chromatographiert, wobei z. B. aus 215 mg Ommatin D 181 mg zuriickgewonnen 
wurden. Dieser Farbstoff verhielt sich in KLW papierchromatographisch einheit- 
lich, Ry-Wert 0,62. Er wurde wegen seiner Hydrolyseempfindlichkeit iiber KOH 
und P,O, bei —40° aufbewahrt. 


II. Saure Hydrolyse von Ommatin D 
a) Nachweis von Xanthommatin als Hydrolysebruchstiick 


20 mg Ommatin D wurden 72 Stdn. in 300 ml 5n HCl bei Zimmertemperatur 
hydrolysiert. Beim Verdiinnen der Lésung mit Wasser auf das 3fache, Einleiten 


* Der Badischen Anilin- und Sodafabrik, Ludwigshafen, sei fiir die Uber- 
lassung des Perlonpulvers herzlich gedankt. 
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von SO, und Stehenlassen in der Kalte fiel Dihydroxanthommatin aus. Dieses wurde 
abzentrifugiert, mit SO,-haltigem Wasser gewaschen und iiber KOH und P,O; 
getrocknet. Im IR-Spektrum, im UV-Spektrum und im papierchromatographischen 
Verhalten im System Kollidin/0,5m KH,PO, zeigte es Ubereinstimmung mit 
Xanthommatin. 


b) Kinetik der hydrolytischen Spaltung 

Ommatin D wurde in einer Konzentration von 28y/ml in 5n HCl 32 Stdn. 
unter Luftzutritt im Thermostaten bei 22° gehalten und die Hydrolyse waihrend 
dieser Zeit UV-spektroskopisch bei 480 my verfolgt (vgl. Abb. 4). 


c) Qualitativer Nachweis des Ommatin-D-Schwefels als Sulfat 


5mg Ommatin D wurden einer Totalhydrolyse in 50 ml In HCl bei 100° 
unterworfen. Nach Zufiigen eines Tropfens einer 1n BaCl,-Lésung zu der auf 5 ml 
eingeengten und mit Natronlauge teilweise neutralisierten Lésung wurde ein saure- 
unléslicher Niederschlag von BaSO, erhalten. 


III. Hydrolyse des Ommatins D und quantitative Sulfatbestimmung 


58,17 mg im Hochvakuum iiber P,O; getrocknetes Ommatin D wurden in 
50 ml Wasser suspendiert und durch Zufiigen von 0,1 ml 0,02n NaOH in Lésung 
gebracht. Die tiefrote Lésung wurde mit 400 ml konz. Salzsiure und einem Platzchen 
Natriumhydroxyd versetzt und mit dest. Wasser auf 1/ aufgefillt. Nach 7 tag. 
Stehenlassen bei Zimmertemp. und unter Luftzutritt wurde die Hydrolyse durch 
7stdg. Erwairmen auf 50° beendet. Die Abtrennung des Sulfats vom Xanthommatin 
erfolgte mit Hilfe eines sauren Dowex-50-Ionenaustauschers. Waschen der Saule 
mit 200 ml dest. Wasser fiihrte die letzten Reste Sulfat in die Vorlage iiber. Die vom 
Xanthommatin befreite Lésung war nahezu farblos. Sie wurde auf dem Sandbad 
bis zur Trockne eingeengt und der Riickstand noch zweimal mit je 50 ml konz. 
Salzsiure zur Trockne gebracht. 

Nach Ansiuern der filtrierten Lésung mit 0,5 ml konz. Salzsiure wurde das 
Sulfat mit 2 ml In BaCl,-Lésung in der Hitze gefallt. Nach 12stdg. Stehenlassen 
in der Kalte wurde der braun gefarbte BaSO,-Niederschlag in einem A-1-Mikro- 
filtertiegel gesammelt, mit wenig schwach salzsaurem Wasser gewaschen, ge- 
trocknet und 14Stde. bei 800° gegliiht. Da der BaSO,-Niederschlag durch kleine 
Mengen mitgerissener organischer Farbstoffe braun gefarbt war, wurde das aus- 
gegliihte BaSO, mit einem Tropfen konz. Schwefelsiure angefeuchtet und erneut 
1Stde. bei 800° gegliiht: 26,81 mg BaSO, = 6,33% S. Daraus berechnet sich das 
Molekulargewicht des Ommatins D zu 505. 


Dihydroxanthommatin-schwefelsaureester: 
Cy9H,5N,0,,S (505,4) Ber. C 47,53 H 2,99 N 8,31 0 34,82 S 6,34 


IV. Synthese des Ommatins D 


a) Synthese des put-Dihydroxanthommatins 

Zu der Lésung von 200mg (0,9mMol) pt-3-Hydroxy-kynurenin in 
40 ml 0,1m Phosphat-Puffer, py 7,5, wurden 17,8 ml einer 0,1m Lésung von Kalium- 
hexacyanoferrat(III) in Wasser gegeben. Nach 5 Min. Stehenlassen bei Zimmer- 
temp. wurde in die intensiv braune Lésung Schwefeldioxyd eingeleitet. Die dabei 
ausfallenden roten Flocken wurden abzentrifugiert, mehrfach mit verd. schwefliger 
Saure gewaschen und iiber P,O, und KOH im Vak. getrocknet. Die Rohausbeute 
an DL-Dihydroxanthommatin betrug 115 mg. 


b) Synthese des pt-Ommatins D 


115mg synthet. pt-Dihydroxanthommatin (270mMol) wurden zu- 
sammen mit 33 mg Natriumhydroxyd (770 wMol) und 600 mg Natriumdithionit in 
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150 ml Wasser am Rotationsverdampfer bei einer Badtemperatur von 25° zur 
Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde iiber P,O, im Vak. getrocknet und mit 
einer Lésung von 10m/ Chlorsulfonsaiure in 100ml trockenem Dimethy]- 
formamid aufgenommen. Der Riickstand ging mit roter Farbe vollstandig in Lésung. 
Nach 12stdg. Stehenlassen bei Zimmertemp. und mehrmaligem Umschiitteln wurde 
die Lésung unter Eiskiihlung mit 100 m/ einer Mischung von Dimethylformamid/ 
Wasser 10:1 versetzt, die erhaltene Liésung auf die 5fache Gewichtsmenge His ge- 
gossen und unter Eiskihlung mit 4n NaOH neutralisiert. 

Der Riickstand der zur Trockne eingeengten roten Liésung wurde in der eben 
benétigten Menge m/15 Phosphat-Puffer, p7,0, aufgenommen und auf eine Perlon- 
siule gegeben. Durch Entwickeln mit m/15 Phosphat-Puffer, py7,0, und 1m 
Pyridin-Acetat-Puffer, pH 6,5, wurden die bei der Neutralisation der Chlorsulfon- 
saure gebildeten Salze und etwaige Zersetzungsprodukte des Xanthommatins ab- 
getrennt. Auf der Saule blieb ein orangeroter Farbstoff, der durch abwechselndes 
Eluieren mit Wasser und 1 proz. waBr. Pyridinlésung ausgewaschen wurde. Die 
weitere Aufarbeitung der orangeroten Liésung erfolgte nach dem bei der Roh- 
ommochromaufarbeitung beschriebenen Arbeitsgang. Der so erhaltene Farbstoff 
war papierchromatographisch nicht einheitlich; er lie8 sich in zwei Komponenten 
auftrennen, deren Ry-Werte sich nur wenig voneinander unterschieden. 


c) Spaltung des pL-Ommatins D in die optischen Antipoden 


Der durch Saéulenchromatographie an Perlonpulver gereinigte Farbstoff wurde 
einer zweimaligen praparativen Ringchromatographie unterworfen. Es wurden je- 
weils 5 Bogen Chromatographiepapier von Schleicher & Schiill 2043b verwendet. 
Als Lésungsmittelsystem diente KLW. Die Laufzeit betrug 30 Stdn. Es erfolgte 
Trennung in zwei Farbstoffkomponenten, deren Aufarbeitung nach der oben be- 
schriebenen Arbeitsweise vorgenommen wurde. Ausb.: 28,4 mg und 28,7 mg; Rr- 
Werte: 0,56 und 0,62. 

24,70 mg des synthetischen racem. Ommatins D wurden einer quantitativen 
Schwefelbestimmung nach der oben beschriebenen Methode unterworfen: 11,32 mg 
BaSO,, entspr. 6,29% S. 

Cy9H,;N;0,,8 (505,4) Ber. $ 6,34 N 8,31 
Gef. S 6,29 N 8,04 
d) Uberfiihrung des t-Xanthommatins aus Calliphora-Augen in 
L-Ommatin D 

60mg natives L-Xanthommatin wurden mit Chlorsulfonsiure in Di- 
methylformamid, wie vorstehend beschrieben, in t-Ommatin D iibergefiihrt. Die 
Reinigung des synthet. Produktes erfolgte durch Saiulen- und Ringchromatographie. 


Zusammenfassung 


Dem Ommatin D, das als Exkret- und Fliigelpigment bei Insekten 
weit verbreitet ist, wird die Konstitution des Dihydroxanthommatin- 
schwefelsiureesters IV zugeteilt. Eine Totalsynthese, ausgehend von 
DL-3-Hydroxy-kynurenin, liefert das racem. DL-Ommatin D, dessen 
Spaltung in die optischen Antipoden papierchromatographisch gelingt. 
L-Ommatin D 1a8t sich iiber natives L-Dihydroxanthommatin darstellen. 
An Hand seiner chemischen Konstitution wird iiber eine mégliche Rolle 
des Ommatins D als Sulfatiibertriger im Insektenorganismus diskutiert. 


Summary 


Ommatin D, a pigment widely found in the excretions and wings 
of insects, has been assigned the structure of a sulfate ester of Dihydro- 
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xanthommatin (IV). Starting with DL-3-Hydroxy-kynurenine the total 
synthesis of DL-Ommatin D has been worked out. The resolution of 
racemic Ommatin D into the D and L enantiomorphs has been accompli- 
shed by paperchromatography. L-Ommatin D has also been obtained 
from natural L-Dihydroxanthommatin. In view of its structure the pos- 
sible role of Ommatin D in the transfer of sulfate in insect metabolism has 
been discussed. 


Professor Dr. A. Butenandt, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, 
GoethestraBe 31. 
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Uber Hallachrom, 
den Epithelfarbstoff von Halla parthenopeia Costa* 


Von 
Hans-Joachim Bielig uud Heinz Méllinger** 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie, und der 
Zoologischen Station, Neapel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1960) 


Richard Kuhn dankbar zugeeignet 


Der neapolitanische Naturforscher St. Delle Chiaje? hat 1828 
erstmals iiber einen, im Golf von Neapel heimischen, vorwiegend im 
Schlamm Jebenden Borstenwurm (Polychaeten) berichtet, den wir heute 
in die Familie Ewnicidae einordnen. DaB es sich bei dem bis 80 cm langen, 
oft nahezu fingerdicken, als Kéder benutzten Tier (Abb. 1) um eine 


Abb.1. Halla parthenopeia Costa. 
Rechts: ganzes Tier, 4/, der 
natiirl. GréBe, links: Kopfende, 
etwa natiirl. GréBe 
(Aufnahme A. Sessa). 





* Benennung in Ubereinstimmung mit 8. A. Neave, Nomenclator Zoologicus, 
Bd. II, 8. 554, The Zoological Society of London, London 1939. 

** Teil der Dissertation H. Méllinger, Univ. Freiburg i. Br. 1960. 

1 §t. Delle Chiaje, Memorie sulla storia e notomia degli animali senza 
vertebre del regno di Napoli, Bd. III, S. 163, 175; Bd. IV, S. 174, Stamperia della 
Societa tipografica, Napoli 1828/29. 
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eigene Gattung handelt, ist von A. Costa? erkannt worden, der den 
Namen Halla parthenopeia® prigte. 

Delle Chiaje! gibt an, daB der normalerweise ockergelbe Wurm 
nach langer Jagd oder nach dem Tode einen dunkelroten Saft abgebe, 
der unter der Haut gelegenen Driisen entstamme. Dr. K. Allmann‘ aus 
unserem Arbeitskreis hat gefunden, daB der braungelbe, offenbar reduzierte 
Farbstoff in den epithelialen Stabchenzellen gelegen ist, die sich im 
Gefrierschnitt an der Luft dunkelrot (Abb. 2),in NH,-Atmosphire dunkel- 


griin farben. 








Cuticula —_ 


Stabchenzellen des Epithels 
mit Hallachrom 


subepitheliales —— 
Bindegewebe 
f 


Ringmuskelschicht ; ' 





Abb. 2. Teil eines ungefarbten, nicht fixierten Gefrierschnittes von Halla parthe- 
nopeia Costa. Schnittdicke 104 mittels Kryostats; Aufnahme 5 Min. nach dem Auf- 
tauen; OriginalvergréBerung 400fach, GesamtvergréBerung 445fach. 
(Aufnahme Dr. K. Allmann) 


Eine erste Isolierung des roten Farbstoffes, den Friedheim® Halla- 
chrom nannte, haben Mazza und Stolfi® ausgefiihrt. Sie erhielten aus 
dem Trockenriickstand des Athanolauszuges der Tiere durch Lésen in 
Kisessig, Fallung und Extraktion von Begleitstoffen mittels Acetons, 
CCl, und Ligroins sowie Einengen der Lésung in Athanol/Isoamylalkohol 
rote Lamellen (0,1—0,15 g je Tier) der Zusammensetzung C,H,NO,. Auf 
Grund von Abbaureaktionen (Destillation mit Natronkalk, Oxydation 
mit H,O,, Methylierung im reduzierten Zustand) und der Darstellung 
eines p-Brom-phenylhydrazons sahen sie das Hallachrom als 5.6-Dioxo- 


2 A. Costa, Annali Accad. degli Aspiranti naturalist. di Napoli 1844 IT, 56. — 
Nahere Beschreibung bei E. Ehlers, Die Borstenwiirmer (Annelida Chaetopoda), 
Bd. I, 8. 408, W. Engelmann, Leipzig 1864/68; E.Claparéde, Les Annélides 
Chétopodes du Golfe de Naples, H. Georg, Genéve et Bale 1868, S. 136. 

3 Benannt nach der Nymphe Halla, einer Tochter des Meergottes Nereis mit 
Doris sowie nach der ersten griechischen Ansiedlung am heutigen Pizzofalcone in 
Neapel, der nach einer im Golf begrabenen Sirene urspriinglich den Namen 
Parthénope trug. 

4 K. Allmann, Arbeit erscheint in Z. Zellforsch. mikroskop. Anatomie. 

5 K. A. H. Friedheim, Biochem. Z. 259, 257 [1933]. 

6 F. P. Mazza u. P. Stolfi, Arch. Scienze biol. 16, 183 [1931]. 
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2.3-dihydro-indolearbonsaure-(2) (I) an. Es sollte WwW A H 
daher mit dem ,,roten Kérper“ von Raper’, dem | | | Bi 
Dopachrom§, identisch sein, das als Zwischen- 1! \ 
produkt der fermentativen Melaninbildung aus 0 i ‘CO,H 
Tyrosin auftritt. I 

Erste Zweifel an der Richtigkeit der angegebenen Konstitution 
aiuBerte Friedheim’®. Hallachrom und Dopachrom sind nimlich unter- 
schiedlich léslich, zeigen ein verschiedenes Absorptionsspektrum, ver- 
halten sich gegeniiber Séuren und Alkalien nicht gleichartig und geben 
unterscheidbare Leukoformen, was besonders von Kertész}?°, Mason"! 
sowie von Bu’Lock und Harley-Mason® betont wird (vgl. Tab. 1). 


Tab. 1. Vergleich der Eigenschaften von ,,Hallachrom‘‘ und Dopachrom®:’. 











Eigenschaft »,Hallachrom‘‘ Dopachrom 
Amax [mp] 255,313,500 (in Athanol) — 
255,310,550 (in saurer Lésung) 305,475 (in waBr. Lésung 
vom pH5,6) 
Reduzierbarkeit gelbe Leukoform (Amax = farblose Leukoform 
; 270,375—400 my in saurer 
Lésung) 
Verhalten gegen |: bestandig unter Farb- irreversible Umwandlung 
Sauren vertiefung in farbloses 5.6- 
Dihydroxy-indol 
Verhalten gegen griines Salz (Amax = irreversible Bildung 
Na,CO,-Lésung 260,365,625—650 my), von Melanin 
reversibel mit Séuren 
Léslichkeit in ausschiittelbar aus saurer nicht ausschiittelbar 
Tsoamylalkohol waBr. Lésung 








Im Gegensatz zu Mazza und Stolfi® erhielten Nicolaus und 
Caglioti}® beim oxydativen Abbau des nach ersteren Autoren isolierten 
Hallachroms mit 50proz. H,O, keine Spur einer Pyrrolcarbonsiure. 
Nicolaus? gibt ferner ohne experimentelle Daten" an: ,,Careful invest- 
igation has revealed moreover, that any nitrogen which may be found in 
this pigment is due to the presence of impurities.“ 

Diese Unstimmigkeiten haben uns veranlaBt, den Epithelfarbstoff 
von Halla parthenopeia erneut chemisch zu untersuchen, nachdem uns 


7 H.S. Raper, Biochem. J. 21, 89 [1927]. 

8 J.D. Bu’Lock, J. Harley-Mason u. H.S. Mason, Biochem. J. 47, 
Proc. XXXIi [1950]. 

® KE. A. H. Friedheim, Schweiz. med. Wschr. 65, 256 [1935], FuBnote S. 256. 

10 D. Kertész, Experientia [Basel] 6, 473 [1950]. 

11-H.8. Mason, J. biol. Chemistry 172, 83 [1948]. 

12 R. A. Nicolaus u. L. Caglioti, Ricerca sci. 27, 113 [1957]. 

13 R. A. Nicolaus, Rass. Med. sperim. 1960, Suppl. 2, S. 10. 

14 Nach einer privaten Mitteilung von R. A. Nicolaus (Juli 1960) wurde der 
Farbstoff iiber das Bleisalz gereinigt. 
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durch das Entgegenkommen der Zoologischen Station in Neapel 
gréBere Mengen dieser Wiirmer zur Verfiigung standen. 


Isolierung von Hallachrom und Hallorange 


Die seit der Isolierung des Hallachroms durch Mazza und Stolfi® 
iibliche Extraktion der Halla-Wiirmer mit 9€proz. Athanol hat den Nach- 
teil, daB die zunaichst roten Ausziige beim Stehenlassen bald braun wer- 
den, was auf Zersetzung hindeutet. Wir haben gefunden, daB sich Eis- 
essig als Konservierungs- und Extraktionsmittel eignet, mindestens 
2 Gew.-Teile Eisessig auf 1 Gew.-Teil Tiermaterial. In dieser Weise wur- 
den etwa 500 von anhaftendem farblosen Schleim befreite Wiirmer an 
der Zoologischen Station in Neapel unmittelbar nach der Anlieferung 
durch die Fischer konserviert. Die Tiere firben sich dabei dunkelrot 
unter langsamem Zerfall; der Farbstoff geht tiefrot in Lésung. Die rote 
Lésung ist in verschlossenen, lichtgeschiitzten Flaschen zumindest ein 
Jahr lang fast unverindert haltbar. Der Extrakt hat ein Trockengewicht 
von etwa 5 Gew.-%, was 4—5 g Substanz je Tier entspricht. Den Gang 
der Farbstoffisolierung zeigt das folgende Schema: 


Eisessig-Extrakt aus Halla parthenopeia 
(rot, 5% Trockensubstanz) 
Cellulose-Siul . P 
(wensengentiit. adh Batenel) ———-> organische Begleitstoffe, 
Salze und Essigsiure 


roter Rohfarbstoff 
(1 Zone, 50fache Anreicherung) 
30 mg 


Elektrophorese 
(2000 V, 80 mA, 2 Stdn.) 
in 2n Essigsiure 








| 
| 
| 
: 1 


braunrotes Hallorange Hallachrom 
Substanzgemisch (gelbrot; 2,5 cm/Stde. (violettrot; 5 cm/Stde. 
(im Gebiet der Startlinie) anodisch wandernd) anodisch wandernd) 
6,0 mg 6,6 mg 


Zur Abtrennung der Hauptmenge an farblosen Begleit- und braunen Zer- 
setzungsprodukten hat sich die Verteilungschromatographie an Cellulose- 
Saulen bewahrt, wobei der essigsaure Extrakt auf die mit Wasser gesittigtem 
sek.-Butanol bereitete Saule aufgebracht wird, wie im Versuchsteil beschrieben ist. 
Vor der scharf begrenzten roten Zone des eigentlichen Farbstoffs wandert eine 
diffuse braune Schicht, die, neben dem im Extrakt enthaltenen Eisessig, 98 Gew.-% 
des urspriinglichen Trockenmaterials, darunter anorganische Salze enthalt. Durch 
Eindampfen des mit wassergesaétt. Butanol erhaltenen Eluats gewinnt man den 
Rohfarbstoff in einer Ausbeute von 100—120 mg/Tier. Nochmalige gleichartige 
Verteilung an einer frischen Cellulose-Saule steigert die Anreicherung auf das 50fache. 

Wesentlich fiir die gute Beschaffenheit des Rohfarbstoffs ist es, daB dessen 
Eluat keine nennenswerten Mengen Essigséure mehr enthalt, da diese beim Ein- 
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engen (auch unter den Bedingungen der Gefriertrocknung) zur Veranderung des 
Pigmentes fihrt. Aus diesem Grunde verbieten sich auch an sich zur Trennung 
sehr geeignete Butanol/Eisessig/Wasser-Gemische. Dieses Verhalten des gereinigten 
Farbstoffs spricht dafiir, dafi seine Haltbarkeit in den urspriinglichen Kisessig- 
extrakten durch stabilisierende Begleitstoffe gewahrleistet wird, die wir bei der 
Chromatographie abtrennen. 

Vorversuche zeigten, daB zur weiteren Reinigung des Rohfarbstoffs die elek- 
trophoretische Trennung am besten geeignet ist. Hierzu wurde die Hechspan- 
nungspapierelektrophorese nach Wieland und Pfleiderer!® herangezogen. 
Aufgetragen wurden im allgemeinen 30 mg Rohfarbstoff auf gewaschenen Cellu- 
losekarton; als Tragerfliissigkeit verwendete man 2n Essigsiure. Die Trennung war 
nach 2 Stdn. bei 2000 V und etwa 80 mA beendet. Danach hatte sich eine violett- 
rote, rascher anodisch wandernde Zone (Farbstoffanreicherung etwa 200fach) von 
einer etwa gleichstarken gelbroten, langsamer anodisch laufenden Schicht ge- 
trennt. Am Startpunkt blieb braunrotes Material (etwa 50% des Rohfarbstoffs) zu- 
riick. Die violett- und die gelbrote Substanz eluierte man nach Art der absteigenden 
Papierchromatographie mit dest. Wasser und chromatographierte aus aéthanol. Lé- 
sung an mit Salzsiure gewaschenem Cellulosepulver. Auf diese Weise lieBen sich ge- 
ringe Mengen gelbrotes, an der Saéulenspitze bleibendes Produkt von der violett- 
roten, durchwandernden Hauptsubstanz und umgekehrt sclieiden. 

Die mit steigender Temperatur rasch zunehmende Zersetzlichkeit und die 
Empfindlichkeit gegeniiber Mineralsauren lieBen alle Versuche scheitern, die beiden 
Farbstoffe aus Lésung kristallin abzuscheiden und von Resten begleitender Salze 
abzutrennen, die im Verbrennungsriickstand als Calcium- und Magnesiumoxyd 
erscheinen. : 


Das violettrote Pigment, das wir als das eigentliche Hallachrom 
ansehen und weiterhin so bezeichnen wollen, macht 20—25% des Roh- 
farbstoffes, d. h. 20 mg/Tier aus. Die Menge des gelbroten Farbstoffs, fiir 
den wir den Namen Hallorange vorschlagen, betrigt 22 mg je Tier. 
Mazza und Stolfi® hatten je Wurm 100—150 mg ,,Hallachrom“ erhal- 
ten, dessen Extinktion bei Amax=540 my allerdings nur die Halfte der- 
jenigen unseres reinsten Praparates betrug. 


Eigenschaften 


Die elementare Zusammensetzung und die wesentlichen Eigenschaf- 
ten der beiden Halla-Farbstoffe enthalt Tab. 2. 


Tab. 2. Eigenschaften von Halla-Farbstoffen. 























Eigenschaft Hallachrom Hallorange 
Atomverhiltnis C,,H.4-25NO,8 N:S = 3:2 
Aquiv.-Gew. 467 — 

(titrimetrisch) 
Farbe, Zers.-P. violette Lamellen zinnoberrotes Pulver 
Zers. ab 90° Zers. ab 90° 
Loslichkeit gut in Wasser, niedrigen Alkoholen, Eisessig, Pyridin; 
gering in Benzol, CS,, CHCl,; unlésl. in Ather, 
Petrolather, Cyclohexan 


15 Th. Wieland u. G. Pfleiderer, Angew. Chem. 65, 257 [1955]. 
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Uber Hallachrom 


Tab. 2 (Fortsetzung). 





























Eigenschaft Hallachrom Hallorange 
Wanderung im elektr. anodisch 5 cm/Stde. anodisch 2,5 cm/Stde. 
Feld* 

Ry-Wert** 0,83 0,73 
Amax[mp] (log [£])},/ 260 (2,59), 310 (2,44) 240 (2,64), 300 (2,52) 
540 (1,81) in CH,OH 450 (1,63) in CH,OH 
Salzbildung z. B. mit griines Dinatriumsalz, griines Na-Salz 
0,1n Na,CO, Spektrum Abb. 4 Spektrum Abb. 5 
Reduzierbarkeit gelbe Leukoform gelbe Leukoform 
z. B. mit SO, Amax = 395 mu auch von Na-Salz 


* In 2n Essigsiiure bei 2000 V, 80 mA, Papier. 
** Auf Whatman Nr. 1 absteigend mit n-Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5. 


Hallachrom 


Das Hallachrom liegt in violetten Lamellen vor, die sich beim Er- 
hitzen zersetzen, ohne zu schmelzen. Durch seinen Schwefelgehalt 
(7,1%) unterscheidet es sich vom ,,Hallachrom“-Priparat, das Mazza 
und Stolfi® beschrieben haben. Der Schwefel ist durch 24stdg. Hy- 
drolyse mit 5n HCl nicht abspaltbar. Der N-Wert liegt mit 2,99% 
wesentlich tiefer, als von den genannten Autoren fiir ihre Substanz 
(7,15% N) angegeben wird. Die papierchromatographische Prii- 
fung zeigt, daB der im Rohfarbstoff enthaltene ninhydrinpositive An- 
teil nach der Elektrophorese in der im Startgebiet verbleibenden Farb- 
stoff-Fraktion gefunden wird; die Hallachrom- und die Hallorange-Frak- 
tion sind frei davon (Abb. 3). Aus Abb. 3 geht ferner hervor, daB durch 
salzsaure Hydrolyse aus den drei elektrophoretisch getrennten Farb- 
stoffzonen das gleiche gelbe Abbauprodukt (Ry 0,55) entsteht, 
das aber nur beim elektrophoretisch nicht wandernden Farbstoff von 
den Hydrolyseprodukten der urspriinglichen ninhydrinpositiven Verun- 
reinigung begleitet wird. Es lieB sich noch nicht entscheiden, warum 
Nicolaus® in seinem Hallachrom-Priparat keinen Stickstoff ge- 
funden hat. 


Die Léslichkeit des Hallachroms ist gut in Wasser und anderen 
polaren Lésungsmitteln ; es lést sich aber wenig oder gar nicht in schwach 
polaren bis unpolaren Solventien (Tab. 2). Aus der waBrigen Lésung ist 
der Farbstoff mit Isoamylalkohol ausschiittelbar. Die Angabe von Bu’ 
Lock und Mitarbeitern®, das (ungereinigte) Hallachrom sei in Wasser 
unléslich, mag darauf zuriickgehen, daB der Farbstoff, wie wir beobachtet 
haben, bereits beim Eindampfen der Lisung in Isoamylalkohol, der ge- 
wohnlich zur Anreicherung verwendet wurde, in eine in Wasser unlésliche 
Form iibergeht. 
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Abb. 3. Papierchromatogramme der elektrophoretisch getrennten Halla-Farbstoffe 
und ihrer Hydrolyseprodukte. Hch = Hallachrom, Ho = Hallorange, Ss = bei der 
Elektrophorese an der Startlinie verbleibende Substanz. Schraffierte Flecke = 
ninhydrinpositiv (violett); Markierung: 0,2 proz. Ninhydrin in n-Butanol/2n Essig- 
siure 95:5. Papier: Whatman Nr. 1; Gemisch: n-Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5, 
absteigend ; Hydrolyse im EinschluBrohr: 5n HCl, 24 Stdn., 100°. 


Die waBrige 0,lproz. Lésung des Hallachroms zeigt einen pu-Wert 
von 3,0. Bei der pu-Titration werden in zwei Schritten gleiche Mengen 
an Natronlauge verbraucht, was die Bildung von zwei verschiedenen 
Salzen anzeigt, eines roten Mononatriumsalzes (bei px 5,0) und eines 
griinen Dinatriumsalzes (bei pu 8,5). Aus dem Verlauf der Titrations- 
kurve (Abb. 4) muB geschlossen werden, dal} ersteres seine Entstehung 
einer relativ stark sauren, letzteres zusitzlich einer schwacher sauren 
Gruppierung im Molekiil verdankt. Mit NaHCO, erhalt man nur das rote, 
mit Na,CO, bereits das griine Salz. 


Das aus dem NaOH-Verbrauch errechenbare Aquivalentgewicht 
des Hallachroms betragt 467, was mit der ermittelten elementaren Zu- 
sammensetzung, C,,H,, ,,NO,S, iibereinstimmt. 


Die Salzbildung, auch diejenige des frisch bereiteten, griinen, in 
Alkoholen schwer léslichen Dinatriumsalzes, ist mit Sauren reversibel. 
Bei mehrstiindigem Stehenlassen an Luft, begiinstigt durch einen Uber- 
schuB an Alkali,zersetzt sich das griine Salz, wobei sich in Lésung braune 
Flocken abscheiden. Auch im sauren px-Bereich ist das Hallachrom, 
selbst bei Raumtemperatur, nicht beliebig bestindig, was sich an 
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einer Braunfirbung, dem Verlust der anodischen Wanderung im elek- 
trischen Feld und schlieBlich an dem Auftreten einer braunroten, noch 
S-haltigen Fallung zu erkennen gibt. 





























4 JAi-Na-Sale 
Abb. 4. Alkalimetrische Titration von l lono-Na4Salz 
Hallachrom in 0,1 proz. NaCl-Lésung/ 
Methanol 19:1. 101 mg Farbstoff in 
20 cm’. | 
0 Z 4 6 8 
cm3Q1n Nath —— 


Eine chelatbildende Gruppierung fehlt offenbar; jedenfalls erhilt 
man mit Cu?®-, Fe?®- oder Fe*®-, Ni?®- und VO?®-Ionen im py-Bereich 
von 5—7 keine Komplexreaktion. 

Das gereinigte Hallachrom wird, wie vom ungereinigten Farbstoff 
her bekannt ist®®8, durch Reduktionsmittel wie H,SO,, SnCl,, Zn/H® 
oder durch Hydrierung (Pd-Mohr) in eine gelbe Leukoform verwandelt 
(Tab. 2). Der an Luft reversiblen Reduktion unterliegen auch die Alkali- 
salze; z. B. ist das mit Na,S,O, aus dem griinen Dinatriumsalz entste- 
hende Reduktionsprodukt ebenfalls gelb. Die Léslichkeit der genannten 
Leukoformen ahnelt derjenigen ihrer oxydierten Ausgangsprodukte. 


Entsprechend dem nicht-kristallinen Zustand des Hallachroms zeigt 
das IR-Spektrum in KBr keine sehr scharf ausgeprigten Banden. 
AuBer der Absorption bei 333 cm- (3,0 ~), die auf OH verschiedener 
Assoziationszustainde hindeutet, fallen Banden bei 1724, 1653, 1212 und 
1031 em-} auf. Die intensive breite Bande bei 1212 cm-! (8,25 mu) darf 
auf die Schwefelfunktion (S=O in SO,H oder S08) zuriickgefiihrt 
werden. Hierfiir spricht auch die dann zu erwartende weitere Bande bei 
1031 em-! (9,7 4). Die Absorption bei 1653 cm-! (6,05 wu) ist Ausdruck 
eines chinoiden Systems, was sich mit der Farbe und der Bildung 
einer reversiblen Leukoform gut vereinbaren laBt. Die Verbreiterung im 
Gebiet von 2857—2220 cm-! (3,5—4,5 yw) legt, zusammen mit der Ab- 
sorption bei 1923 em-! (5,2 ~) eine Ammoniumstruktur nahe; die Amid- 
bande IT (bei 1539 cm-") ist nicht auszuschlieBen. Die starke Bande bei 
1724 em=} (5,8 uw) deutet auf das Vorkommen aliphatisch gebundenen 
Carbonyls im Hallachrom hin. Dieses sollte jedoch nicht in einer Carboxyl- 
gruppe vorliegen, wenn SO,H als stark saure Gruppierung angenommen 
wird. 

Das Absorptionsspektrum des Hallachroms nebst demjenigen 
seines Dinatriumsalzes enthilt Abb. 5. Von den fiir die freie rotviolette 
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Saure charakteristischen 3 Hauptbanden ist die bei 540 my gelegene im 
sauren Bereich vom pu-Wert des Lésungsmittels unabhangig. Die von 
Bu’Lock und Mitarbeitern® am Rohfarbstoff bei der Einwirkung von 
Saure gesehene reversible Verschiebung der in Athanol zu Amax 500 mu 
gemessenen Bande um 50 my nach lingeren Wellen findet an unserem 
Material keine Stiitze. Bei der Reduktion zur Leukoform verschwindet 
das Maximum bei 540 my zugunsten einer 145 my kirzerwellig ge- 
legenen Absorption. Durch die Salzbildung zum griinen Dinatriumsalz 
wird die Bande der rotvioletten Siure um 195 my (nach 735 my) batho- 
chrom verschoben, wihrend die beiden UV-Banden etwa 35 my linger- 
wellig zu liegen kommen, wobei die urspriinglich bei 310 my gelegene Ab- 
sorption zu einer Schulter entartet. 

Absorptionsspektren von 
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Hallorange 


Der als zinnoberrotes Pulver vorliegende, ebenfalls Stickstoff und 
Schwefel (N:S = 3:2) enthaltende Begleitfarbstoff des Hallachroms ist 
diesem recht ahnlich (Tab. 2). Das betrifft nicht nur seine Léslichkeit, 
sein Salzbildungsvermégen und seine reversible Reduzierbarkeit, sondern 
auch sein Verhalten bei der Hydrolyse, die ein Abbauprodukt vom glei- 
chen R,-Wert wie das Hallachrom liefert (Abb. 3). Unterschieden sind 
die beiden Farbstoffe auBer in der Farbe in ihrer elektrophoretischen und 
chromatographischen Wanderungsgeschwindigkeit. Das Hallorange wird 
im Adsorptionschromatogramm (vgl. S. 280) stairker adsorbiert und wan- 
dert im Papierchromatogramm (Abb. 3) sowie bei der Papierelektro- 
phorese (Tab. 2) langsamer als das Hallachrom. 


Die drei Hauptbanden im Absorptionsspektrum des Hallorange 
(Abb. 6) sind gegeniiber denen des Hallachroms in Methanol um 20, 10 
und 90 mu (vom kurzwelligen Ende her betrachtet) hypsochrom ver- 
schoben. Die bathochrome Verschiebung durch Salzbildung ahnelt der 
beim Hallachrom beschriebenen. Das Spektrum des nach der Verteilungs- 
chromatographie erhaltenen Rohfarbstoffs (Amax = 248, 305, 485 my) 
erscheint als Uberlagerung derjenigen der beiden Reinfarbstoffe. In der 
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Literatur zu findende Absorptionsangaben mit Amax < 540 my kénnen 
durch einen mehr oder weniger groBen Gehalt der gemessenen ,,Halla- 
chrom‘‘-Lésungen an Hallorange erklirt werden. 
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Abb. 6. Absorptionsspektren von Hallorange in Methanol (@) und dessen Natrium- 
salz in 0,1n Na,CO, (0). 


Ob das Hallorange ein natiirlicher Begleiter des Hallachroms in den 
Epithelzellen des Integuments von Halla parthenopeia ist, lieB sich noch 
nicht eindeutig entscheiden. Die Beobachtung, daB iltere Farbstoff- 
extrakte aus den Tieren relativ mehr Hallorange und elektrophoretisch 
indifferenten Farbstoff enthalten, spricht aber dafiir, daB das ziegelrote 
Pigment bereits ein Umwandlungsprodukt des eigentlichen Epithelfarb- 
stoffes ist, als den wir das Hallachrom ansehen. 


Die Deutsche Forschungsgemeinschaft hat die vorliegende Unter- 
suchung durch eine Sachbeihilfe unterstiitzt, fiir die wir herzlich danken. Herrn 
Dr. W. Otting in unserem Institut verdanken wir die Aufnahme des IR-Spektrums 
vom Hallachrom und dessen Diskussion. 


Beschreibung der Versuche 
Isolierung der Hallafarbstoffe 


Extraktion: Die lebenden, orangegelben, bis 80 cm langen Borstenwiirmer 
der Art Halla parthenopeia Costa wurden von Fischern im Golf von Neapel gefangen. 
Fiir die vorliegenden Untersuchungen haben wir etwa 500 Tiere gesammelt, sofort 
nach der Anlieferung von der auBen anhaftenden, klaren Schleimschicht durch 
Abstreifen befreit und in das Doppelte ihres Gewichtes an Hisessig gegeben. 
Die Tiere farben sich dabei sogleich tiefrot und der Farbstoff geht in Lésung. Nach 
mindestens 24stdg. Stehenlassen kann aufgearbeitet werden. Im allgemeinen wurde 
aber das im Verlauf mehrerer Monate gesammelte und in Eisessig konservierte 
sowie extrahierte Material (Polyaéthylenflaschen von 51 Inhalt waren auch fiir den 
Transport geeignet) zusammen wie folgt weiter verarbeitet: Der dunkelrote Extrakt 
wird in einer Stock-Zentrifuge (3000 U./Min.) innerhalb 10 Min. abzentrifugiert und 
das Sediment 2mal mit je 1/,; des Volumens der abzentrifugierten Lésung an 
frischem Eisessig nachextrahiert. Die Dauer der Eisessigeinwirkung soll dabei 
mindestens 1 Tag betragen. 
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Das Trockengewicht der vereinigten filtrierten Lésungen betraigt im Mittel 
5 Gew.-%, d. h. 4—5 g Trockensubstanz je Tier. 


Praparative Verteilungschromatographie an Cellulose: Die weitere 
Anreicherung des Farbstoffs geschieht durch Verteilungschromatographie an einer 
Cellulose-Saéule (Schleicher & Schill Nr. 123a; 7,5 x 15 cm). Als Chromato- 
graphiergemisch dient wassergesattigtes sek.-Butanol. 


1. Vertzilung: 50 cm® des roten Eisessigextraktes werden mittels Pipette 
dem spezifisch leichteren Chromatographiergemisch auf der Saule unterschichtet. 
Durch Evakuieren wird eine Tropfgeschwindigkeit eingestellt, die den Durchgang 
der angegebenen Substanzmenge in 45 Min. bewirkt. Es entstehen zunachst 2 Zonen, 
eine schnell und diffus wandernde braune und eine scharf abgegrenzte langsamer 
wandernde rote Schicht, die getrennt ins Filtrat getrieben werden. — Eine Saulen- 
fillung reicht fiir 20 Ansatze aus, d. h. fiir den Durchsatz von 1 1 Extrakt. 

Aus den vereinigten Eluaten der roten Zonen von 1 / Extrakt wird der Farb- 
stoff entweder durch Gefriertrocknung oder durch Abdampfen des Lésungsmittel- 
gemisches bei 12 Torr und 35° Badtemperatur erhalten. Zur Erniedrigung des Siede- 
punktes wird zuvor 1/; des Vol. an dest. Wasser zugegeben. Nachgetrocknet wird 
bei 0,1 Torr iiber P4040. Man erhalt 1 g Rohfarbstoff A als schwarzrote, amorphe 
Substanz, was 2% der Trockensubstanz des Extraktes oder 100—120 mg/Tier 
entspricht. 

Das Eluat der braunen Zone enthalt etwa 98°% der Trockensubstanz und 
die Gesamtmenge an Eisessig des Extraktes. Der Gliihriickstand betragt etwa 15%, 
der Trockensubstanz. 


2. Verteilung: 1 g des Rohfarbstoffes A wird in 7 cm* Methanol/Hisessig 5:2 auf- 
genommen, die Lésung mit Wasser auf 20 cm® verdiinnt und erneut an einer. zuvor 
mit 2n HCl, dann mit Chromatographiergemisch gewaschenen Cellulose-Saule ver- 
teilt. Wie zuvor aufgearbeitet, erhalt man 840mg Rohfarbstoff B, entspr. 
80 mg/Tier. 


Gef. C 47,04 H6,52 N4,52 83,42 Riickst. 3,06 


Elektrophoretische Trennung: 1 g Rohfarbstoff wird in 2 cm® Eis- 
essig gelést, vom etwaigen unldslichen Riickstand abzentrifugiert und dieser 2 mal 
mit je 1 cm* Methanol gewaschen. Die vereinigten Lésungen verdiinnt man mit 
Wasser auf 10 cm’. Hiervon tragt man jeweils 0,3 cm® auf einen Karton (Nr. 2866, 
Macherey & Nagel, Diiren) an der Startlinie auf und gibt diesen in das Gerit 
,,Pherograph Original Frankfurt“ nach Wieland und Pfleiderer?. Als Trager- 
fliissigkeit dient 2n Essigsiure. — Bei anfainglich 2050 V Spannung, die gegen Ende 
des Stromdurchgangs infolge Konzentrationsinderung auf 1850 V sinkt, und einer 
Stromstirke von 70—80 mA wandert etwa die Halfte des Farbstoffs zur Anode 
und trennt sich im Laufe von 2 Stdn. in zwei Zonen. Die langsamere, gelbrote 
ist 5—5,5 em, die raschere, violettrote 9,5—10 cm weit gewandert. Der Rest des 
Farbstoffs bleibt im Gebiet der Startlinie zuriick. Die beiden Zonen werden einzeln 
herausgeschnitten; der Inhaltsstoff wird jeweils nach Art der absteigenden Papier- 
chromatographie mit dest. Wasser eluiert. 


Hallachrom 


Die vereinigten, noch schwach essigsauren Eluate der rotvioletten Zone 
von 1 g Rohfarbstoff werden im Vak. bei 35° Badtemperatur auf etwa 10 cm’ ein- 
geengt. Diese Lésung gieBt man auf eine mit 2n HCl und 95proz. Athanol gewaschene 
Cellulose-Saule (s. oben) und wascht mit 95proz. Athanol. Geringe Mengen der 
nachfolgend beschriebenen gelbroten Substanz (Hallorange) bleiben an der Saulen- 
spitze, wahrend das Hallachrom ins Filtrat geht. Dieses wird bei 35° (Bad)/12 Torr 
eingedampft und der Riickstand bei 20°/0,1 Torr iiber P,O,9 getrocknet. Ausbeute 
210 mg dunkelviolette Lamellen, entspr. 20 mg/Tier. 
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Priparat 1: Gef. C 51,35 H5,19 N2,83 86,72 Riickst. 5,311¢ 
Priparat 2: Gef. C 50,78 H5,12 N 2,93 § 6,51 Riickst. 6,661 


aschefrei 1: Gef. C 54,30 H5,49 N2,99 S 7,10 
2: Gef. C 54,35 H5,48 N3,13 86,98 
C.,H,,NO,S (466,5) Ber. C 54,07 H5,18 N3,02 S6,78 
C,,H,;NO,S (467,5) Ber. C 53,95 H5,39 N3,00 S 6,86 


Hallachrom ist leicht 16slich in Wasser, niedrigen Alkoholen, Aceton, Eisessig 
oder Pyridin mit violettroter Farbe, maBig léslich in Benzol oder Chloroform, 
unléslich in Ather, Cyclohexan oder Petrolither. — Die gelbe Leukoform 
(Amax = 395my) entsteht in waBriger Lésung durch Zugabe schwefliger Saure, 
in 0,1n Essigsiure durch Hydrieren in Gegenwart von Pd-Mohr, in 0,1n HCl mit SnCl, 
oder Zn-Staub. Beim Schiitteln an Luft kehrt die violettrote Farbe wieder (Spek- 
trum: Abb. 5). 

pu-Titration: 101 mg Hallachrom und 116 mg NaCl wurden in 20 cm? Leit- 
fahigkeitswasser, das 5 Vol.-°4 Methanol p. a. enthielt, gelést. Die Lésung wurde im 
TitriergefaB (mit Glas- und Kalomelelektrode) von O,-freiem Stickstoff durchstrémt. 
Nach Ermittlung des Anfangs-py-Wertes (pq-Meter Beckman, Modell G) titrierte 
man mit 0,ln NaOH in Schritten von 0,05—0,I cm, wobei jeweils der py-Wert 
gemessen wurde. Zur Temperaturkonstanz (20 + 0,2°) diente ein Héppler- Umlauf- 
thermostat. Die py-Titrationskurve zeigt Abb. 4. 

Salzbildung: Einige mg Hallachrom lést man in Wasser und fiigt tropfen- 
weise gesitt. NaHCO,-Lésung hinzu. Es entwickelt sich CO,. Bei einem py-Wert 
von 5 1la8t sich der violettrote Farbstoff nicht mehr mit Isoamylalkohol aus- 
schiitteln, was aber nach erneutem Ansiuern auf pq ~ 2 wieder der Fall ist. — Gibt 
man zur waBrigen 0,01 proz. Hallachrom-Lésung 0,1n Na,CO, bis zum py 8,7 hinzu, 
so wird die Lésung griin (Absorptionsspektrum in Abb. 5). Diese Salzbildung ist mit 
Sauren ebenfalls reversibel. Das griine Dinatriumsalz kann aus der Lésung in 
absol. Athanol (4 mg/cm*) mittels einer athanol. Lésung von Natriumathylat als 
feinpulvriger, aber nicht sehr stabiler Niederschlag abgeschieden werden. — Bei 
der Reduktion mit Na,S,0, in Wasser entsteht die gelbe Leukoform, die beim 
Schiitteln an Luft wieder in die griine Salzform iibergeht. 

Papierchromatographie: Von einer waBrigen 0,7 proz. Lisung des Halla- 
chroms wurden 0,02 cm auf das Papier (Whatman Nr. 1) aufgetragen und mittels 
n-Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5 absteigend chromatographiert. Der Farbstoff 
wanderte einheitlich mit Ry0,82. Die Entwicklung des Chromatogramms mit 
0,2proz. Ninhydrin in n-Butanol/2n Essigsiure 95:5 ergab keinen Anhaltspunkt 
fiir ninhydrinpositive Begleiter (Abb. 3). 

Einwirkung von Salzsaure: 15 mg Hallachrom wurden in 2 cm* 5n HCl 
gelést und im zugeschmolzenen Réhrchen 24 Stdn. bei 100° gehalten. Man zentri- 
fugierte von einem braunroten Niederschlag ab und wusch diesen mit Wasser und 
Methanol (etwa 7 mg, 6,98% S). Vom gelben salzsauren Zentrifugat, das mit 
In BaCl, kein Bariumsulfat abschied, wurden 0,02 cm* auf Papier Whatman Nr. 1 
aufgetragen und, wie zuvor angegeben, chromatographiert. Man erhielt einen 
einheitlichen Fleck (Ry 0,55) von gelbem Abbauprodukt. Das Chromatogramm 

zeigte bei der Ninhydrinreaktion keinerlei Anfarbung (Abb. 3). 


Hallorange 
Das mit dest. Wasser erhaltene, schwach essigsaure Eluat der bei der Elektro- 
phorese abgetrennten gelbroten Zone (S. 286) wird mit dem Eluat (wassergesatt. 
sek.-Butanol) des bei der Chromatographie von Hallachrom (S. 286) an der Saulen- 
spitze verbleibenden Restes an Hallorange vereinigt, im Vak. bei 35° Badtemperatur 
bis fast zur Trockne eingeengt. Man dampft einmal mit 20 cm* absol. Athanol nach 


16 Die Spektralanalyse zeigte, daB der Riickstand im wesentlichen Ca und 
Mg (als Oxyde) enthalt. 
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und gibt dann, wie beim Hallachrom angegeben (S. 286), auf eine Saule (7,5 x 15 cm), 
die mit 2n HCl und Athanol gewaschene Cellulose enthalt. Das an der Saulen- 
spitze verbleibende Hallorange wird, nach Nachwaschen mit absol. Athanol (etwa 
noch vorhandenes Hallachrom wird dabei eluiert), mittels wassergesatt. sek.- 
Butanols ins Filtrat getrieben. Dieses wird im Vak. bei 35° (Bad) nahezu ein- 
getrocknet, mit absol. Athanol nachgedampft und der Riickstand iiber P,O,, bei 
20°/0,1 Torr getrocknet. Man nimmt in 2—3 cm® absol. Methanol auf, zentrifugiert 
und dunstet die methanol. Lésung wieder bei 20° im Vak. iiber P,O,, ein. Aus- 
beute 235 mg (entspr. 22 mg/Tier) Hallorange alsziegelrotes Pulver(N:S = 3:2). 


Gef. C 53,76 H6,76 N2,96 84,73 Riickst. 2,531¢ 


Die Léslichkeit des zinnoberroten Farbstoffs und sein Verhalten bei der 
Reduktion entsprechen denen des Hallachroms. Die waGrige Lésung von Hall- 
orange entwickelt, wie diejenige des Hallachroms, aus NaHCO, und aus Na,CO, 
Kohlendioxyd, in letzterem Falle unter Bildung eines léslichen, ebenfalls griinen 
Salzes, das mit Na,S,0,, reversibel an Luft, zum gelben Salz einer Leukoform 
reduziert werden kann. 

Verhalten bei der Papierchromatographie: Analog den Angaben beim 
Hallachrom (S. 287) wandert das Hallorange einheitlich mit Ry0,73 (Abb. 3). — 
Nach der Einwirkung von 5n HCl, wie beim Hallachrom beschrieben (S. 287), 
erhilt man neben braunrotem, in Wasser unlislichem Material, eine gelbe Lésung, 
deren Inhaltsstoff unter den angegebenen papierchromatographischen Bedingungen 
einen Ry-Wert von 0,55 hat (Abb. 3). Ninhydrinpositive Substanzen wurden weder 
vor noch nach der Hydrolyse gefunden. 


Elektrophoretisch nicht wandernde Fraktion 


Die bei der Hochspannungselektrophorese (S. 286) im Startgebiet zuriick- 
bleibende, farbige Fraktion wird mit dest. Wasser eluiert. Die vereinigten Eluate 
aus den Trennungen von 1 g Rohfarbstoff engt man bei 35° (Bad)/12 Torr auf 10 cm 
ein und gieBt auf eine Cellulose-Saule (7,5 x 15 cm; Cellulose, wie S. 286 an- 
gegeben; mit 2m HCl, Wasser und wassergesitt. sek.-Butanol gewaschen). Verteilt 
wird mit wassergesatt. sek.-Butanol; die braunrote Farbstofffraktion wird getrennt 
aufgefangen. Der im Vak. bei 35° fast volistindig eingeengte Durchlauf wird 2mal 
mit Methanol nachgedampft und der Riickstand bei 20°/0,1 Torr itber P,O,9 ge- 
trocknet. Ausbeute 520 mg braunrotes Pulver (3,46% N, 2,46% S, noch 31,6% 
Asche). 

Bei der Papierchromatographie (vgl. S. 287 u. Abb. 3) trennt sich der 
Farbstoff (Ry 0,49) von einer ninhydrinpositiven Substanz (Ry 0,12). — Bei der 
Hydrolyse mit 5n HCl (Bedingungen S. 287) erhalt man, neben einem in Wasser 
unléslichen braunroten K6rper, in der Lésung ein Gemisch von gelbem Abbau- 
produkt (Ry 0,55) und ninhydrinpositiven Spaltsubstanzen (Ry 0,12, 0,18, 0,30 
und 0,65). 


Zusammenfassung 


Der histochemisch in den epidermalen Epithelzellen des marinen 
Borstenwurms Halla parthenopeia Costa nachgewiesene, urspriinglich® 
als Dopachrom angesehene Farbstoff wird durch Verteilungschromato- 
graphie und Hochspannungselektrophorese in zwei anodisch wandernde 
Komponenten getrennt. 

Das violettrote, wasserlésliche H allachrom C,,H»4-»;NO,S (20 mg/ 
Tier) bildet ein rotes, saures Mononatrium- und ein griines Dinatriumsalz. 
Von der freien Saure und vom griinen Salz leitet sich je eine gelbe, an Luft 
reversibel oxydierbare Leukoform ab. Das IR-Spektrum spricht fiir das 
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Vorliegen eines Hydroxychinons, die Anwesenheit einer SO,H-Gruppe 
und in Nachbarschaft zu CO gelegenem Stickstoff. 


Das ebenfalls N und S enthaltende, zinnoberrote Hallorange ist 
dem Hallachrom nahe verwandt. 


Die Absorptionsspektren der Farbstoffe werden besprochen. — Bei 
der salzsauren Hydrolyse beider Pigmente entsteht dasselbe gelbe Ab- 
bauprodukt. 


Summary 


The pigment originally thought to be dopachrome® and demon- 
strated histochemically in the epidermal epithelial cells of the marine 
worm Halla parthenopeia Costa, has been separated by partition chromato- 
graphy and high voltage electrophoresis into two components, which 
migrate towards the anode. 


The red-violet, water-soluble hallachrome C,,H,,-.,NO,S (20 mg./ 
animal) forms a red, acid monosodium salt and a green disodium salt. The 
free acid and the green salt give reversibly oxidisable leuco-forms. The 
infra-red spectrum indicates the presence of a hydroxy-quinone, an 
SO,H-group and nitrogen in the proximity of CO. 

The vermilion hallorange, which also contains N and §, is closely 
related to the hallachrome. 


The absorption spectra of the pigments are discussed. — Hydrolysis 
of both pigments with hydrochloric acid gives the same yellow degrada- 
tion product. 


Professor Dr. Hans-Joachim Bielig, Max-Planck-Institut fiir Medizinische 
Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg, JahnstraBe 29. 





